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ABSTRAKT 
Ve vzorcích sušených listů rostliny Stevia rebaudiana Bertoni byly identifikovány 
a kvantifikovány flavonoidy. Obsah flavonolů (kaemferol, kvercetin, myricetin, rutin) a 
flavonů (apigenin, luteolin) byl porovnáván ve 3 vzorcích (standardní listy Stevia rebaudiana 
Bertoni, Stevia rebaudiana Bertoni pěstovaná v Ukrajině a v České republice), které byly 
extrahovány třemi extrakčními metodami (PSE, extrakce ultrazvukem, extrakce dle Soxhleta) 
za použití 2 polárních rozpouštědel, methanol a ethanol, kombinovaných s nepolárním 
hexanem. Extrakty byly analyzovány HPLC s UV-VIS detektorem.  
Metoda PSE byla prováděna ve statickém a dynamickém režimu při extrakčních teplotách 
40, 60, 80, 100 a 120 °C.  
Spektrometricky byla stanovena antioxidační aktivita extraktů pomocí volného radikálu 
DPPH. a celkový obsah flavonoidů v extraktech.  
Nejúčinnější extrakční metodou byla dynamická PSE při teplotě 120 °C za použití 
methanolu jako rozpouštědla. 
 
 
ABSTRACT 
Flavonoids were identified and quantified in samples of dry leaves of plant Stevia 
rebaudiana Bertoni. Content of flavonols (kaempherol, quercetin, myricetin, rutin) and 
flavons (apigenin, luteolin) were compared in three samples (standard leaves of Stevia 
rebaudiana Bertoni, Stevia rebaudiana Bertoni origin from Ukraine and from Czech 
republic), that were extracted by three extraction methods (PSE, ultrasonic extraction, Soxhlet 
extraction) with two polar solvents, methanol and ethanol, in combination with non-polar 
hexane. Extracts were analyzed by HPLC with detection UV-VIS. 
Antioxidant activity and total content of flavonoids in extracts were measured by 
spectrometry. Stable free radical DPPH. was used for determination of scavenging effect in 
extracts. 
PSE was the most effective extraction method with this conditions – 120 °C, dynamic 
mode and with methanol like solvent.  
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ÚVOD 
Podle nejstarších písemných záznamů pocházejících z Egypta se rostliny používaly jako 
léčivé prostředky již 2980-2700 let před naším letopočtem. Mnohé z lidových léčebných 
prostředků se užívají dodnes, avšak rozvoj farmacie a organické chemie nechává používání 
léčivých bylin spíše v ústraní. [1] 
Rostlina Stevia Rebaudiana Bertoni, mající svůj původ v Jižní Americe, byla již od svého 
objevení, indiány kmene Guarani, využívána pro své sladící i léčebné účinky. Postupem času 
se rozšířila i do dalších států světa (včetně České republiky) a jejím zkoumáním a studiemi se 
získávají stále nové léčebné a zdraví prospěšné poznatky týkající se této téměř „zázračné“ 
rostliny. Použitím různých separačních metod se získávají sloučeniny obsažené ve stévii 
a dalšími výzkumy (např. užitím DPPH. - stabilního volného radikálu) se zjišťují jejich 
vlastnosti. K často užívaným metodám pro separaci látek patří různé modifikace extrakce 
a k vyhodnocování pak kapalinová chromatografie. 
Mezi významné pozitivum stévie patří obsah sladících látek, které jsou 200-300krát sladší 
než cukr a jsou vhodné pro pacienty s diabetem. U látek izolovaných ze stévie byly prokázány 
antioxidační účinky pomáhající k prevenci před civilizačními chorobami. 
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1 TEORETICKÁ ČÁST 
1.1 Stévia cukerná 
Rostlina s botanickým názvem Stevia rebaudiana Bertoni je u nás známá jako stévia 
cukerná, stévie sladká, stévie cukrová, sladká tráva a medové lístky. Již podle názvů je 
zřejmé, že je významná díky svým sladícím účinkům. Ale nejen díky nim. Stévie je přírodní 
sladidlo s nulovou hodnotou kalorií, karbohydrátů a glykemického indexu. 
Původně byla rostlina rozšířena v severovýchodní Paraguayi v oblasti Amambay západně 
od And v povodí řeky Apame a v jižní Brazílii ve státě Mato Grosso do Sul. Daří se jí 
v nadmořské výšce 200-600 m, často se vyskytuje na blatech, březích vodních toků, ale také 
v travnaté pampě na tufech1. [2]  
Historie 
Jako první užívali stévii původní obyvatelé Ameriky - Indiáni z kmene Guarani žijící 
na území Paraguaje a Brazílie. Rostlinu tehdy nazývali Azucca-caá (sladká tráva) nebo  
Kaá-he-é (léčivá bylina) a sloužila jim ke slazení nápojů a pokrmů a také jako léčivá bylina 
(na pálení žáhy, cukrovku nebo ji používali jako ústní vodu). [2] 
V roce 1887 byla stévie poprvé popsána paraguayským přírodovědcem Dr. Bertonim. 1908 
zkoumali rostlinu i sladidlo Rasenack a Ditrich a roku 1931 francouzští chemici Bridell 
a Lavieille získali z listů stévie čistý sladký extrakt ve formě bílé krystalické látky-steviosidu. 
První zmínka o komerční kultivaci stévie v Paraguay je z roku 1964. [3] 
V roce 1971 se začala rostlina pokusně pěstovat v Japonsku především na ostrově 
Hokkaidó a Okiwana. O 6 let později zde začala firma Maruzen Kasei Co. vyrábět extrakty 
ze stévie na obchodní bázi. [2] 
Rozšíření 
Od sedmdesátých let 20. století, kdy byla semena stévie převezena z Brazílie do Japonska, 
je Japonsko prakticky nejvýznamnějším světovým producentem. Ročně se zde sklízí několik 
desítek tisíc tun suchých listů a vyrábí se asi 3 000 tun sladidla. Stevia se rozšířila také 
do ostatních oblastí světa - do východní a jihovýchodní Asie (zejména do Číny, Korei, 
Thajska a Vietnamu), Ameriky (USA, Kalifornie a téměř celé Jižní Ameriky - zejména 
Brazílie a Paraquai,) a některých evropských zemí (Ukrajina, Bulharsko, Německo, ČR 
a Slovensko). Ve Španělsku se rostlina užívá již od šestnáctého století a 1.zmínka o stévii 
v České republice je z roku 1992. [3, 4] 
V Brazilii, Korei a Japonsku jsou listy stévie, stéviosidy a vysoce rafinované extrakty 
oficiálně užívány jako nízko kalorické sladidlo. [4] 
V roce 1991 společnost FDA (Food and drug administration) zakázala veškerý dovoz 
stévie do USA z důvodu nedostatečně prokázaných účinků na zdraví člověka. Americká 
asociace bylinných produktů se však společně s dalšími průmyslovými společnostmi postavila 
proti zákazu importu stévie a v roce 1995 docílily vydání nové legislativy, která povolila 
prodej rostliny Stevie rebaudiany jako potravního doplňku. 
                                                 
1
 tuf - druh horniny ze sopečného popelu vyvrženého během sopečné erupce 
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V současné době se ve Spojených státech amerických stévie užívá jako dietetický nebo 
bylinný doplněk, ale není povoleno ji používat jako náhradní sladidlo a jako potravinové 
aditivum. (2007) 
Otázkou ovšem je, zda se nejedná o boj mezi výrobci umělých sladidel a cukru. Stévie je 
totiž velký konkurent s řadou prospěšných a léčivých vlastností. [3, 4, 5] 
Zařazení a vzhled 
Jedná se o světlomilnou polodřevinu patřící mezi cévnaté krytosemenné rostliny (tabulka 
č. 1), která dorůstá do výšky 60 cm. Drobné sytě zelené lístečky jsou vstřícné, kopinaté 
a jemné úbory drobných bílých květů vytvářejí koncové okolíky. (obrázek č. 1 a 3) Plodem je 
drobná, tmavě hnědá nažka s chmýrem, která je snadno přenášena větrem. Dříve jednoletá 
rostlina se šlechtěním zařadila mezi rostliny víceleté. [2, 3] 
Stevia rebaudiana Bertoni je diploidní a má 11 chromozomových párů, které jsou 
charakteristické pro většinu jihoamerických členů tohoto rodu. (Frederico et al., 1996) [3] 
Stévie se v našich podmínkách pěstuje nejlépe jako tzv. přenosná rostlina. Od jara do 
podzimu se jí nejlépe daří, když ji umístíme na slunečné místo v zahradě. Přes zimu bude 
rostlina růst při pokojové teplotě v rozmezí 15-20 °C. V případě nižších teplot pohybujících 
se mezi 5-10 °C přezimují pouze kořeny. Dostatek slunce a dlouhé jarní a letní dny ovlivňují 
obsah steviosidu. Jeho obsah v listech je v tomto období až o 50 % vyšší než v zimě. Většina 
výtěžku se v listech akumuluje od začátku července do půlky září. [3] 
Je tedy vhodné najít co nejlepší podmínky (přirozené nebo uměle vytvořené) pro pěstování 
stévie, které zajistí, co největší produkci listů a tím i Rebaudiosidu A v nich. [3] 
Komplex sladivých látek je téměř v celé rostlině (vyjma kořenů). Nejvíce jich je obsaženo 
v listech, které lze používat v čerstvém, sušeném i zmraženém stavu. Nejsilnější sladící 
účinek mají však nadrobno nasekané (případně namleté) sušené listy. (obrázek č. 2) [3] 
 
Tabulka 1: Taxonomické zařazení stévie. [6] 
 
Říše rostliny (Plantae) 
Podříše cévnaté (Tracheobionta) 
Oddělení krytosemenné (Magnoliophyta) 
Třída vyšší dvouděložné (Rosopsida) 
Řád hvězdnicotvaré (Asterales) 
Čeleď hvězdnicovité (Asteraceae) 
Rod Stévia (Stevia) 
Druhy Stevia rebaudiana 
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Obrázek č. 1: Stevie rabaudiana Bertoni. [7] 
 
 
Obrázek č. 2: Listy stévie cukerné. [8] 
 
 
Obrázek č. 3: Květ stévie. [9] 
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Extrakt ze stévie a jeho využití 
Ze stévie, převážně z listů této rostliny, se získává extrakt 200-300krát sladší než cukr. 
Látka se používá při redukčních dietách, odtučňuje a podporuje dobré trávení. Je významná 
pro diabetiky, neboť udržuje v rovnováze krevní cukr. Podporuje činnost slinivky břišní, 
napomáhá buněčnému metabolismu, reguluje krevní tlak a má pozitivní vliv na únavu 
a únavový syndrom, který výrazně snižuje. Zvyšuje kapacitu paměti a používá se také proti 
depresi, dále ke snížení kyselosti moči a má močopudné účinky. Extrakt stévie cukerné 
snižuje chuť na tabák a alkoholické nápoje. Má antibakteriální, antifungální, antivirový 
a protizánětlivý efekt. Léčivka také urychluje hojení ran (díky svým antiseptickým účinkům). 
Extrakt je významný i při léčbě kožních onemocnění (akné, ekzému, dermatitidy), anemie, 
revmatismu a bolestech v kříži. Stévie cukerná, resp. její extrakt, má také pozitivní vliv na 
zdraví zubů, protože úspěšně předchází zubnímu kazu. [10] 
V porovnání s umělými sladidly není léčivka stévie karcinogenní a na rozdíl od bílého 
cukru získávaného z cukrové řepy nepřispívá k artróze a neukládá se v těle v podobě tuku. 
[10] 
 
1.1.1 Obsažené látky 
Stevia rebaudiana Bertoni obsahuje látky s rozdílnými vlastnostmi a sladivostí 
(tabulka č. 2). Listy stévie obsahují sladké diterpenové glykosidy, jejichž základem je 
diterpenový alkohol steviol. Mezi hlavní glykosidy tvořící 95 % celkového obsahu patří 
steviosid, rebaudiosid A-E a dulkosid A. (tabulka č. 3) Nejlepší senzorické vlastnosti má 
rebaudiosid A. Je nejsladší a nejméně hořký. [2, 10, 12] 
Ve stévii jsou pak hojně zastoupeny flavonoidy, terebiny, fenylpropanoidy a ve značném 
množství organické (diterpeny, tritepreny, betakaroten, stigmasterol, tanin, těkavé rostlinné 
oleje, bílkoviny, rutin, riboflavin, tiamin, vitamíny A a C, niacin) a anorganické (1,4 % N; 
0,3 % P; 2,4 % K; Cr, Co, Fe, P, Ca, Na, Mg, Mn, Se, Si, Zn) sloučeniny. [2, 10] 
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Tabulka č. 2: Hlavní rostlinné chemikálie obsažené ve stévii. [6] 
Apigenin Austroinulin Avicularin 
β-sitosterol Kyselina kofeinová Kampesterol 
Karyofylen Centaureidin Kyselina chlorogenová 
Chlorofyl Cosmosiin Cynarosid 
Daukosterol Diterpen glykosidu Dulkosidy A - B 
Foenikulin Kyselina mravenčí Gibberelová kyselina 
Gibberelin Indol-3-acetonitril Isokvercitrin 
Isosteviol Jhanol Kemferol 
Kauren Lupeol Luteolin 
Polystachosid Kvercetin Kvercitrin 
Rebaudiosidy A - F Rutin Skopoletin 
Sterebin A - H Steviol Steviolbiosid 
Steviolmonosid Steviosid Steviosid α-3 
Stigmasterol Umbeliferon Xantofyly 
 
Tabulka č. 3: Sladivost a procentuální zastoupení jednotlivých sloučenin ve stévii. [6] 
Název Sladivost % 
Steviosid 150-300 60 
Rebaudiosid A (Dulkosid ) 250-400 25  Rebaudiosid D 250-450 
Steviolbiosid 100-125 
15  
Rubusosid 100-120 
Dulkosid A 50-120 
Rebaudiosid B 300-350 
Rebaudiosid C 50-120 
Rebaudiosid E 150-300 
 
1.1.1.1 Steviosid 
Extrakt získaný z rostliny je označovaný jako celkový steviosid v podobě bílého, 
krystalického, hygroskopického prášku s hranicí sladivosti 0,002 %. Steviosid je netoxický, 
s minimální kalorickou hodnotou, má konzervační účinek, při tepelné úpravě netmavne 
a nepodléhá fermentaci. V lidském těle se nerozkládá a nepodléhá metabolismu. 
Je termostabilní (přečká teploty do 250 °C). Steviosidy jsou velmi dobře rozpustné ve vodě, 
ethanolu a methanolu. Nerozpustné jsou však v benzenu, chloroformu a jiných nepolárních 
rozpouštědlech. [3, 4, 10] 
Steviosid v suchých listech stévie cukerné tvoří asi v 6-8 %. Samotný steviosid byl nalezen 
také v taxonu Stevia phlebophylla A. Gray, jako v jediném dalším zástupci ze 154 druhů rodu 
Stevia. [3, 5] 
Používá se jako přírodní sladidlo s označením E 960. [10]  
Je vhodný pro pacienty trpící diabetem, fenylketorunií a obézní lidi. [4] 
V roce 1995 byly testovány sušené listy stévie v čajových směsích v a.s. Jemča Jemnice. 
Český výrobce čajů pak zařadil stévii do svého výrobního programu. [11] 
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1.1.1.2 Flavonoidy 
Stévie obsahuje také exogenní nízkomolekulární flavonoidy, které patří do skupiny 
přírodních pyranových barviv. Jedná se o rostlinné fenoly se 2 benzenovými kruhy spojenými 
tříuhlíkatým řetězcem v uspořádání C6-C3-C6. Flavonoidy jsou odvozené od kyslíkaté 
heterocyklické sloučeniny flavanu (obrázek č. 4) tvořené 2 benzenovými jádry, mezi kterými 
je heterocyklický pyran. [12, 13] 
 
O
 
Obrázek č. 4: Flavan (2-fenyl-4H-chromen). [12] 
 
Jedná se o sekundárními metabolity rostlin s významnými antioxidačními účinky. [13] 
V současné době je známo více než 4 000 flavonoidních látek. [12] 
Mezi základní struktury flavonoidů patří anthokyanidiny, flavononoly, flavanony, 
flavonoly (tabulka č. 4), flavony (tabulka č. 5), katechiny a, leukoanthokyanidiny, z nichž 
jsou v přírodě pravděpodobně nejrozšířenější flavonoly. [12] 
Přírodní flavonoidy se nejčastěji vyskytují ve formě O-glykosidů obsahujících ve své 
molekule jak necukernou tak i cukernou složku. Necukerná součást se nazývá aglykon. Volné 
flavonoidy se vyskytují zřídka. 
Flavonoidy jsou významnou součástí antioxidačního systému s mnoha zdraví prospěšnými 
účinky. Zabraňují peroxidaci lipidů, pohlcují a zhášejí volné kyslíkové, mají chelatační 
účinky tzn. tvoří komplexy s některými peroxidačními kovovými ionty (Fe, Cu), které by ve 
volné formě mohly vést ke zvýšené tvorbě reaktivních forem kyslíku, a spolupracují 
s antixidačními vitamíny, zvyšují jejich účinek a snižují jejich degradaci. [12, 13, 14] 
Antioxidační aktivita je závislá na počtu a poloze hydroxylových skupin v molekule a na 
jejich glykosylaci. Optimální radikálově likvidační vlastnosti mají díky své struktuře právě 
flavonoly, mezi které patří i kvercetin, kaemferol a myricetin, a flavony (luteolin, apigenin) 
obsažené ve stévii. Právě tyto flavonoidy se nejvíce podílejí na antikancerogenicitě potravin 
rostlinného původu (Hertog et al., 1992, 1993) [15] 
Přírodní flavonoidy mají tedy významný vliv na prevenci onemocnění způsobených 
volnými radikály. Redukují radikály a aktivní sloučeniny kyslíku (peroxid vodíků, 
hydroxylové radikály, superoxidový radikál, radikál atomu kyslíku aj.) a radikály oxidu 
dusného. [16] 
Působí proti alergiím, rakovině, virům a zánětům. Pomáhají předcházet oxidaci 
lipoproteinů nízké hustoty a tím snižují riziko vzniku atherosklerózy. Působí také preventivně 
proti koronárním srdečním onemocněním (důkazem je tzv. francouzský paradox; francouzi, 
kteří popíjejí pravidelně červené víno (významný zdroj flavonoidů) a konzumují velké 
množství potravin bohatých na cholesterol, trpí mnohem méně kardiovaskulárními chorobami 
než obyvatelé jiných evropských zemí). Studie potvrdily, že 1-2 skleničky červeného vína 
denně mohou chránit před onemocněním srdce. [14]  
Přítomnost flavonoidů ve výrobcích přispívá k celkové antioxidační aktivitě potraviny. 
Denní možný příjem se pohybuje v rozmezí 50-500 mg. [16]  
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Na základě denní dávky v mg lze konstatovat, že příjem flavonoidů antioxidačního 
charakteru převyšuje příjem antioxidantů β-karotenu a vitamínu E a synergicky zvyšuje 
účinek vitamínů C a E. Lidé s velmi nízkým příjmem flavonoidů mají vyšší riziko 
koronárního onemocnění (Knekt et al., 1996). [15] 
Mezi významné přírodní zdroje flavonoidů patří ovoce, zelenina, čaj a sojové boby. Zelený 
a černý čaj obsahují 25 % flavonoidů. [16]. 
 
Tabulka č. 4: Radikály flavonů a jejich molekulární hmotnosti. [17] 
Flavony R1 R2 R3 MW 
Apigenin OH H OH 270 
Luteolin OH OH OH 286 
 
 
Obrázek č.5 : Strukturní vzorec flavonu. 
 
Tabulka č. 5: Radikály flavonolů a jejich molekulární hmotnosti. [17] 
Flavonoly R1 R2 R3 R4 R5 MW 
Rutin 3-O-Rha-glu H OH OH H 610 
Kaeferol OH H H OH H 286 
Kvercetin OH H OH OH H 302 
Myricetin OH H OH OH OH 318 
 
 
Obrázek č. 6: Strukturní vzorec flavonolu. 
Apigenin 
Apigenin je žlutý krystalický prášek bez zápachu patřící mezi bioflavony, který byl 
izolován z petržele, celeru a heřmánku. (obrázek č. 7) [18] 
Má bioaktivní účinky na zdraví člověka, působí proti astamatu a alergiím. Je to antioxidant 
pohlcující volné radikály s protizánětlivými vlastnostmi (prevence proti rakovině prostaty), 
působí jako promotér metabolismu cukrů a jako modulátor imunitního systému.  
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Vyskytuje se v ovoci a zelenině, zejména v česneku a cibuli, dále v černém čaji, peprmintu 
a tymiánu. 
Ve stévii je ve formě apigenin-4-O´-glukosidu. [19, 20] 
 
OH
OH
OH
O
O
 
Obrázek č. 7: Struktura apigeninu (4´,5,7-trihydroxyflavon). 
Luteolin 
Flavon luteolin (obrázek č. 8), světle žluté barvy, má silné antioxidační účinky (např. proti 
radikálu O2-) a působí jako zhášelo radikálu kyslíku O-. Je účinnější než syntetický 
antioxidant butylhydroxytoluen (BHT), který se užívá hlavně v procesech citlivých na kyslík. 
Vyšší efekt luteolinu byl také prokázán ve srovnání s vitamínem C a některými flavonoidy při 
redukci oxidativního poškození DNA. Podle Trolox testu bylo zjištěno, že tento flavon je 
2krát silnější antioxidant než vitamín E. [20, 21]  
Luteolin je obsažen v zelenině (v listech cibule, brokolici, bílé ředkvi, mrkvi,…) 
a v rostlinách řebříčku a jestřabinci. 
Používá se k barvení látek (např. plátna a vlny). [18] 
Ve stévii se vyskytuje jako luteolin-7-O-glukosid.  
 
OH
OH
OH
OH
O
O
 
Obrázek č. 8: Struktura luteolinu. 
Rutin 
Tento bioflavonoid obsahující ve své struktuře kvercetin a disacharid rutinosu (složený 
z rhamnosy a glukosy) bývá žlutě až žlutozeleně zbarvený a vyskytuje se v podobě 
jehličkovitých krystalů. (obrázek č. 9) Je málo rozpustný ve vodě. [18, 22] 
Rutin má silné antioxidační a protizánětlivé účinky, působí preventivně a urychluje hojení 
ran. Redukuje Fentonovu reakci, při které dochází k produkci škodlivých radikálů kyslíku, 
a zintenzivňuje účinky vitamínu C. [22] 
Bývá označován jako vitamin P a má vliv na pružnost a permeabilitu krevních kapilár, 
používá se při léčbě hemeroidů. [12, 18] 
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Rutin bývá obsažen v rostlinách, ovoci i zelenině. Nejbohatším zdrojem tohoto flavonolu 
je pohanka. Vyskytuje se také v cibuli, citrusových plodech, černém čaji, řebříčku, jinanu 
dvojlaločnaté, jablečných slupkách a společně s rutinem v červeném víně. [14, 16, 22] 
 
 
 
Obrázek č. 9: Struktura rutinu. 
Kaemferol 
Flavonoid žluté barvy je také silný antioxidant účinný proti oxidačnímu poškození buněk, 
lipidů a DNA. Inhibuje tvorbu rakovinných buněk, působí jako prevence arteriosklerózy. 
Kaemferol je přítomen např. v jablkách, citrusových plodech, červeném víně, rybíz, cibuli, 
pórku a ginkgo bilobě. [18, 23] 
Tento flavonol je ve stévii obsažen ve formě kaemferol-3-O-rhamnosidu (obrázek č. 10).  
 
OH
OH
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O
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Obrázek č. 10: Struktura kaemferolu. 
 
Kaemferol s kvercetinem jsou velice účinní, působí-li společně na rakovinné buňky. Jejich 
synergický efekt významně redukuje rakovinné bujení.[23] 
Kvercetin  
Kvercetin byl poprvé izolován z vnitřní kůry dubu Quercus velutina. 
Je jednou z nejsilnějších protirakovinných látek. Působí preventivně proti rakovinným 
onemocněním (zejména proti rakovině prostaty), zánětům, trombóze a histaminu (jako 
antihistamin redukuje alergické reakce), brání poškození cév volnými radikály a okysličeným 
cholesterolem LDL a pomáhá udržovat cévy čisté a průchodné. Je také známý svojí 
schopností zmírnit sennou rýmu, ekzém, záněty dutin a astma. [24] 
Primárními potravinovými zdroji žlutého práškového kvercetinu jsou ovoce a zelenina. 
Především citrusové plody, jablka, červené víno, cibule, petržel a čaj. Ve vysokém množství 
je obsažen i v sojových bobech, olivovém oleji, vinné révě, tmavých třešních, ostružinách, 
borůvkách, chmelu obecném, brokolici, plodech jírovce maďalu a výtažcích z ginkgo biloby 
a zeleného čaje. [12, 16, 24] 
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Kvercetin se tepelnou úpravou a mražením neničí. 
Ve stévii je přítomen jako kvercetin-3-O-glukosid a kvercetin-3-O-arabinosid.  
(obrázek č. 11) 
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Obrázek č. 11: Struktura kvercetinu. 
Myricetin 
Myricetin je žlutý, rozpustný v alkoholu, DMSO a nerozpustný v kyselině octové. [25]  
Je přítomný v čaji, červeném víně, bobulích (zejména rybízu), zelenině a bylinkách a může 
být užíván k léčbě průjmu, úplavice a vysokých horeček. Má antioxidační vlastnosti, redukuje 
riziko rakoviny prostaty, působí cytotoxicky proti leukemickým buňkám a jako inhibitor 
proteinkinasy. [18, 25, 26]  
 
1.1.1.3 Další látky obsažené ve stévii 
Kyselina kofeinová označována také jako kyselina kávová patří společně s kyselinou 
chlorogenovou mezi významné fenylpropanoidy obsažené ve stévii cukerné. 
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Obrázek č. 12: Struktura kyseliny kávové .    Obrázek č. 13: Kyselina chlorogenová. 
 
 
Příkladem triterpenů obsažených ve stévii jsou amyrin, ve stévii přítomen jako 
β−amyrinacatát, a estery lupeolu. 
K labdanovému typy diterpenů řadíme jhanol a austroinulin, který se vyskytuje 
ve 2 formách 6-O-acetyl-austroinulin a 7-O-acetyl-austroinulin. 
Mezi fytosteroly patří stigmasterol a sitosterol. 
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1.1.2 Toxicita 
MUDr. Daniel Mowrey, bylinář a renomovaný vědec, hodnotil rozsáhlý výzkum na konci 
90. let dvacátého století takto: 
„… S extrakty ze stévie, čili steviosidy, byly provedeny všechny dnes známé testy 
na toxicitu. Výsledky byly naprosto negativní. Nevyvolává žádné abnormální změny 
v hmotnosti, příjmu potravy, charakteristice buněk či jejich membrán, enzymech, využití 
substrátu či charakteristice chromozómů. Žádná rakovina, žádné porodní defekty, žádné 
akutní ani trvalé nežádoucí účinky. Nic.“ [27] 
Akutní a subakutní testy toxicity prokázali velmi nízkou toxicitu stévie a steviosidu. [27] 
Povolené množství steviosidu stanovili Xili et al.  na 7,938 mg/kg tělesné váhy/den. Toto 
množství je zároveň považováno jako minimální, neboť ho lze jen stěží dosáhnout. Například 
člověk vážící 65 kg může zkonzumovat 513 mg čistého steviosidu za den. Vzhledem k tomu, 
že průměrnou denní dávku cukru (131 g) je možné nahradit méně jak 364 mg steviosidu, není 
prakticky možné toho množství zkonzumovat. [28] 
Nicméně chronické a karcinogenní testy prováděné Xili et al. nebyly dle Evropské 
přírodovědecké potravinářské komise průkazné a dostatečné, jelikož nebyla přesně popsána 
chemická složení testovaných sloučenin, byl použit prášek steviosidu pouze s 85% čistotou 
a dávky testované na myších nebyly adekvátní pro stanovení testů karcinogenity. [29] 
Nejnovější průzkumy z roku 2006 Světové zdravotnické organizace (WHO) však 
prokázaly prospěšnost této rostliny. Stévie a její extrakty se i nadále testují. Spíše než 
negativní dopad na lidský organismus se prokazují její pozitivní účinky na zdraví člověka. 
[30] 
V současné době čekáme v České republice na vyjádření a povolení rostliny jako sladidla 
hlavním hygienikem. Je možné ji však zakoupit ve větších květinářstvích pro „vlastní 
potřebu“, na okrasu jako balkónovou rostlinu, v sušené formě v bylinkářstvích, případně je 
obsažena ve výrobcích pro ústní hygienu Sladký polibek a kosmetiku Stevianě. [2, 27] 
1.1.3 Shrnutí 
Rostlina resp. její extrakty se používají jako umělá sladidla, potravinové a bylinné doplňky 
s řadou zdraví prospěšných vlastností. Steviosid má užitek v potravinářském 
a konzervárenském průmyslu a při výrobě zubních past a žvýkaček. [31] 
Využití půdy při pěstování stévie je asi dvacetinásobné ve srovnání s cukrovou řepou nebo 
cukrovou třtinou. Pěstování rostliny společně s produkcí steviosidu přináší nemalý 
národohospodářský efekt, neboť z 1 ha porostu stévie se získají 2 t sušiny. 6% výtěžnost 
steviosidu může nahradit minimálně 10 ha porostu cukrové řepy, kde výnos činí 30 tun/ha 
s výtěžností cukru 12 %. [31] 
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1.2 Separační metody 
Separace využívá k rozdělení vzorku fyzikální, chemické a fyzikálně-chemické vlastnosti 
složek vzorku. Vzorek je rozdělen minimálně na 2 podíly odlišného složení. Cílem dělících 
metod je zvýšení látkového zlomku jedné nebo více složek původního vzorku vzhledem 
k ostatním přítomným složkám. 
Metody mohou být charakterizovány selektivitou, frakcionační kapacitou a rozsahem 
použitelnosti.  
- selektivita je schopnost metody separovat látky na základě jednoho nebo více 
parametrů 
- frakcionační kapacita udává maximální počet složek, které je možné rozdělit v jedné 
operaci, tedy na kolik složek může být látka separována 
- rozsah použitelnosti závisí na typu vzorku a fyzikálně-chemických vlastnostech jeho 
složek, určuje jakými metodami může být analyt separován 
Nejvíce používané separační metody jsou rozděleny do dvou základních skupin:  
1. Separační metody založené na rozdílech v rovnovážné distribuci složek mezi 
dvě fáze (plyn - kapalina, plyn - tuhá fáze, kapalina - kapalina, kapalina - tuhá 
fáze) 
Mezi metody s fázovými rovnováhami kapalina - kapalina patří extrakce 
a kapalinová rozdělovací chromatografie. Metody užívané v této diplomové 
práci. 
2. Separační metody založené na rozdílech v rychlosti migrace jednotlivých 
složek v téže fázi  
Základním zákonem v separačních metodách je Gibbsovo fázové pravidlo: 
V + φ = S + n, kde 
V určuje počet stupňů volnosti (nezávislých parametrů, které lze měnit, aniž by se měnil 
počet fází v systému), symbol φ znamená počet fází, S počet složek soustavy (tedy počet 
analytů) a n udává počet nezávislých proměnných (obvykle n = 2; tlak a teplota). [32, 33] 
 
Jakýkoliv analytický postup lze znázornit obecným schématem: 
 
Odběr a úprava vzorku → separace analytu(ů) od matrice vzorku → měření → 
vyhodnocení výsledků 
 
Separace analytů od matrice vzorku může být reálná nebo pomyslná. Pomyslná separace 
je dána selektivitou analytické metody. [32, 33] 
1.2.1 Extrakce 
Extrakce je separační metoda, při které se uvolňuje složka ze směsi látek do rozpouštědla. 
Dochází zde ke kontaktu dvou vzájemně nemísitelných fází. Analyty se rozdělují mezi tyto 
fáze na základě různé rozpustnosti v použitých rozpouštědlech. 
Tato metoda je velmi výhodná pro izolaci tepelně nestálých látek. Lze ji totiž provádět při 
laboratorních i nižších teplotách. 
Extrakční metody slouží nejen k separaci, ale i k zakoncentrování analytu a jsou velmi 
významné pro praktickou analýzu i pro preparativní účely. 
Extrakci rozlišujeme podle skupenství stanovovaných látek: 
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1) tuhé látky  
a) macerace – nejjednodušší metoda, kdy se pevná fáze rozpustí v rozpouštědle 
a následně se přefiltruje 
b) digestace – macerace horkým rozpouštědlem 
2) kapaliny  
a) vytřepávání – přetržitá extrakce 
b) performace – metoda vhodná pro extrakci látek dobře rozpustných ve vodě 
Extrakce kapalin je základní operací užívanou v organické laboratoři. Na izolaci 
se používají organická rozpouštědla nemísící se s původním roztokem. [33, 34]  
Klasifikace extrakce: 
a) Podle zúčastněných fází 
• Plyn - kapalina (GLE, headspace metoda) – jedná se o extrakce těkavých látek 
plynem z kapaliny 
• Kapalina – kapalina (LLE) – extrakce je v současnosti nahrazována SPE 
(extrakcí na tuhé fázi) 
• Tuhá fáze - kapalina (SLE, selektivní rozpuštění, loužení) – touto metodou 
se získávají např. alkaloidy, hormony a barviva; loužení je velice užívané 
v biologii, biochemii a v dalších odvětvích chemie 
b) Podle způsobu provedení 
• Jednostupňová – k ustavení rovnováhy mezi fázemi dojde jedenkrát 
(příkladem této metody je roztřepávání v dělící nálevce) 
• Mnohostupňová – proces ustavení rovnováhy se několikrát opakuje 
v oddělených krocích (př. několikanásobné roztřepávání v dělicí nálevce) 
• Kontinuální – způsob provedení extrakce, kdy fáze jsou při protiproudném 
pohybu v neustálém kontaktu (příkladem je Soxhletova extrakce a extrakce 
kapaliny kapalinou) 
c) Podle charakteru extrahovaných látek 
• Extrakce organických látek 
• Extrakce kovových chelátů 
• Extrakce iontových asociátů 
Proces extrakce 
Proces extrakce je možné rozdělit do tří na sebe navazujících kroků. 
1. Úprava vzorku do extrahované formy 
Záleží, zda je stanovovaná látka organického nebo anorganického původu. 
a) organické látky – je možné je extrahovat do vhodně zvoleného organického 
rozpouštědla, kdy je nutné zohlednit polaritu rozpouštědla 
a. nepolární organické látky se extrahují nepolárními (hydrofilními) rozpouštědly 
málo mísitelnými s vodou 
b. polární organické látky je nutné převést do lépe extrahované formy vedlejšími 
asociačními reakcemi a disociačními ději nebo jinými chemickými reakcemi, 
protože vhodné organické rozpouštědlo polárního (lipofilního) charakteru je 
často mísitelné s vodou, což ztěžuje extrakci 
b) anorganické látky – ionty anorganických látek nepřecházejí do nepolárních 
rozpouštědel, je tedy nutné je převést chemickou reakcí na nepolární látky – nepolární 
komplexy 
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2. Vlastní extrakce, ve které dojde k ustavení rozdělovací rovnováhy mezi fázemi 
Rozdělení látky mezi dvě heterogenní fáze se řídí Gibbsovým zákonem fází. 
Rozdělovací rovnováha je kvantitativně popsána distribuční konstantou 
a rozdělovacím poměrem.  
Některé parametry důležité pro extrakci: 
• volba vhodného rozpouštědla 
• rychlost ustavení rozdělovací rovnováhy 
• minimální mísitelnost použitých fází 
• cena 
• čistota aj. 
3. Případná izolace stanovované látky z organické fáze, neboli reextrakce či odpaření 
rozpouštědla – provádí se v případě, kdy nelze stanovit oddělené látky přímo 
v organické fázi. 
Nastane-li tato situace, převedeme látky do vodné fáze odpařením těkavého 
organického rozpouštědla a následně provedeme reextrakci (přidáním minerálních 
kyselin). [34] 
1.2.1.1 Extrakce stlačenými kapalnými organickými rozpouštědly za  teplot nad bodem 
varu rozpouštědla 
Techniky se zkratkami PFE, PLE, PSE a ASE (tabulka č. 6) označují z věcného hlediska 
prakticky totéž a jsou souhrnně známé jako extrakce stlačenými kapalnými organickými 
rozpouštědly za teplot nad bodem varu rozpouštědla neboli zrychlené extrakce. Extrakce 
užívá vysoké teploty a tlaku k urychlení extrakčního procesu, zvýšení efektivity 
a k minimalizaci použitých rozpouštědel. [35] 
 
Tabulka č. 6: Přehled metod označovaných jako zrychlené extrakce. [35] 
PFE Pressurized fluid extraction 
PLE Pressurized liquid extraction 
PSE Pressurized solvent extraction 
ASE Accelerated solvent extraction 
Popis metody PSE a její výhody 
Separační metoda je užívána výhradně k extrakci tuhých vzorků a slouží ke zlepšení 
některých charakteristických vlastností kapalinových extrakcí za nízkých teplot a tlaků. Jedná 
se především o rychlost extrakce, usnadnění automatizace a snížení spotřeby rozpouštědel. 
 
Metoda PSE má oproti klasickým kapalinovým extrakcím za nízkých tlaků (např. extrakce 
dle Soxhleta) značné výhody.  
1. Vyšší teplota při extrakci zvyšuje těkavost stanovovaných látek a tím většinou i jejich 
rozpustnost v použitém rozpouštědle. Zvýšení teploty také usnadňuje uvolnění 
analyzovaných látek z matrice vzorku díky urychlení transportních procesů a zeslabení 
interakcí stanovovaných látek s matricí. 
Rychlost extrakce se tedy zvyšuje se vzrůstající teplotou. S každými 10 °C nad teplotou 
varu rozpouštědla se zkrátí extrakční čas o polovinu. 
2. Vysoký tlak udržuje rozpouštědlo nad bodem varu v kapalném stavu a umožňuje tak vyšší 
penetraci rozpouštědla do vzorku.  
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3. Metoda šetří čas. Porovnáme-li dobu trvání extrakce dle Soxhleta s PSE – zkrácení času je 
opravdu výrazné, z několika hodin na 15-20 minut. 
4. Zkrácení doby extrakce má také pozitivní vliv na spotřebu rozpouštědla. Menší spotřeba 
se promítne v nižších pořizovacích nákladech, nákladech na likvidaci a nižší zátěží 
těkavých organických rozpouštědel na životní prostředí. Množství potřebného 
rozpouštědla se v porovnání s jinými extrakčními metodami redukuje z litrů na mililitry. 
Pro metodu PSE je obvykle potřeba méně než 15 ml solventu na 10 g vzorku. 
5. Metoda je oproti klasickým extrakčním metodám nejen rychlejší, ale také efektnější.  
 
Poměrně často se užívají na extrakci směsná rozpouštědla. Použijeme-li tato rozpouštědla 
pro metodu PSE, máme jednoznačnou kontrolu nad složením rozpouštědla. Rozdílné je to 
však u extrakční metody dle Soxhleta, která zahrnuje destilaci, při níž může dojít ke změně 
složení rozpouštědla. [35, 36] 
 
Rozlišujeme 2 základní typy přístrojů pro tlakovou extrakci analytů: 
1) one PSE – jedná se o jednomístné zařízení pro extrakci vzorku rozpouštědlem, toto 
zařízení nabízí rychlost a víceúčelnost za ekonomickou cenu 
 
 
Obrázek č. 14: Zařízení pro one PSE extrakci. [35] 
 
2) fast PSE je vícepozicové zařízení pro paralelní extrakci až šesti vzorků rozpouštědlem, 
extrakce je rychlá, adaptabilní, bezpečná, účinná, s minimálním odpadem, šetří čas 
a peníze [35] 
 
 
Obrázek č. 15: Zařízení pro fast PSE extrakci. [35] 
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Srovnáme-li zařízení one PSE s fast PSE, zjistíme, že většina parametrů je naprosto 
totožná. Rozdíly jsou v rozměrech jednotlivých zařízení a především v počtu možných 
extrakcí. Užitím fast PSE můžeme vyextrahovat 6 vzorků za 15 minut, kdežto u přístroje 
one PSE můžeme provést pouze jednu extrakci za 10 minut a není zde tedy třeba provádět 
selekci rozpouštědla. Fast PSE nám tedy výrazně zkrátí čas extrakce a je výkonnější. Rozdíl 
systémů je také v průtoku rozpouštědla, který je samozřejmě vyšší u fast PSE. [35] 
V této diplomové práci bylo používáno zařízení one PSE. 
Jak PSE pracuje? 
Jak již bylo zmíněno, při vyšší teplotě se zvyšuje rozpustnost stanovovaných látek 
v použitém rozpouštědle a tím i účinnost extrakce. Při izobarických podmínkách však dochází 
k limitaci. Zvýšením teploty dosáhne rozpouštědlo svého bodu varu (tbv) a přejde do plynného 
skupenství. V tomto stavu již ale není dále schopné rozpouštět analyty. (graf č. 1) Účinnost 
extrakce tedy klesne k nule. Zvýšením tlaku se však vrátí rozpouštědlo zpět do kapalného 
stavu. (graf č. 2) Vyšší tlak pak udržuje rozpouštědlo v kapalném stavu po celou dobu 
extrakce. 
Vysoká teplota a tlak tedy charakterizují metodu PSE a díky těmto parametrům se dosáhne 
dostatečné rozpustnosti analytů v rozpouštědle a vyšší kinetiky desorpce analytu z matrixu 
vzorku. [35] 
 
Graf č. 1: Vliv zvýšené teploty na skupenství rozpouštědla. 
 
Graf č. 2: Vliv zvýšené teploty a tlaku na skupenství rozpouštědla. 
Režimy extrakce 
Extrakci PSE lze provádět buď ve statickém, dynamickém nebo kombinovaném režimu: 
Statický mód – vzorek a rozpouštědlo jsou udržovány po čas extrakce při konstantní teplotě 
a tlaku. Frakce je po ukončení cyklu jednorázově vypuštěna do vialky.  
Dynamický mód – rozpouštědlo protéká vzorkem kontinuálně a frakce jsou postupně 
vypouštěny do vialky během extrakčního cyklu. 
Kombinovaný mód – kombinace obou extrakčních režimů může zajistit lepší výsledky 
extrakce. [37] 
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1.2.2 Chromatografické metody 
Chromatografické separační metody využívají k dělení složek směsi mnohonásobného 
opakování vytváření rovnovážných stavů složek mezi dvěma fyzikálně odlišnými 
fázemi, stacionární a mobilní. Stacionární nepohyblivá fáze bývá označována jako sorbent 
a pohyblivá (mobilní) fáze jako eluent. Rovnovážné stavy se vytvářejí na základě  
fyzikálně-chemických interakcí mezi složkou a mobilní fází, složkou a stacionární fází a také 
mobilní a stacionární fází. Interakce jsou např. hydrofobní, elektrostatické, hydrofilní,  
dipól-dipól. 
Chromatografické metody jsou dělené podle různých hledisek: 
1. povahy mobilní fáze: plynová, kapalinová 
2. způsobu provedení: kolonová, plošná 
3. principu separace: rozdělovací, adsorpční, iontoměničová, gelová, 
afinitní 
4. pracovního způsobu: eluční, frontální, vytěsňovací  
5. účelu: analytická, preparační  
V současné době se věnuje největší pozornost rozvoji chromatografických metod zejména 
v oblasti vysokoúčinné kapalinové a plynové chromatografie. [33, 38, 39] 
1.2.2.1 LC a HPLC 
Kapalinová chromatografie využívá různé systémy pevné a kapalné stacionární fáze 
a kapalné mobilní fáze. Na rozdíl od plynové chromatografie zde hraje mobilní fáze aktivní 
roli a vliv teploty není tak významný. I když u složitých látek umožňuje změna teploty 
separačního systému dosažení lepšího rozlišení zón jednotlivých složek.  
Rozlišujeme 3 typy mobilní fáze: izokratickou, gradientovou a stupňovitá. 
Kapalinovou chromatografii lze provádět v uzavřeném (sloupcová chromatografie, HPLC) 
nebo v otevřeném (tenkovrstvá, papírová chromatografie) systému. [33, 38, 39] 
 
HPLC (vysoceúčinná kapalinová chromatografie) je často užívanou metodou, která není 
limitována těkavostí nebo stabilitou sloučenin ve vzorku (jejich termolabilitou) a umožňuje 
dosáhnout rychlé separace složitých látek s vysokým rozlišením zón.  
Hlavní vývoj této metody probíhal v letech 1970–1990. Dnes má moderní HPLC široké 
uplatnění zahrnující separaci, identifikaci, purifikaci a kvantifikace různých sloučenin. [40] 
HPLC zařízení se skládá ze zdroje mobilní fáze, čerpadla, injektoru, separační kolony 
a detektoru. (Obrázek č. 15) 
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Obrázek č. 16: Zařízení HPLC. [38] 
 
Kapalná mobilní fáze se vzorkem je kontinuálně unášena kolonou, ve které dochází 
k separaci látek na základě odlišných afinit ke stacionární fázi, různé distribuci mezi mobilní 
a stacionární fází a rozdílné schopnosti a rychlosti migrace. Jednotlivé složky vzorku tedy 
dospějí k detektoru v odlišných retenčních časech (tR). Signál detektoru (chromatogram) 
zpracovaný patřičným počítačovým programem je použit k identifikaci analytů. [32, 38] 
Chemické interakce mobilní fáze a vzorku v koloně určují stupeň migrace a separaci 
komponent obsažených ve vzorku. Tzn. vzorky, které reagují silněji s mobilní fází než se 
stacionární, budou rychleji vymyty z mobilní fáze a rychleji dospějí k detektoru. Jejich 
retenční čas bude tedy nižší. Mobilní fáze může být pozměněna s ohledem na interakce 
vzorku a stacionární fázi. [38] 
Detektor zaznamenává změny mezi průchodem čisté mobilní fáze a mobilní fáze 
s eluovanou složkou. K detekci HPLC se užívá mnoho druhů detektorů: fluorescenční,  
UV-VIS absorpční, elektrochemický, hmotnostní spektrometr užívaný pro detekci, absorpční 
fotometrický, detektor NMR (nukleární magnetická rezonance), RI detektor aj. [40] 
Termodynamika a kinetika separace analytů ovlivňují rozlišení sousedních píků 
v chromatogramu (Obrázek č. 16). Určují, do jaké míry se píky v chromatogramu překrývají, 
tedy jak dokonale nebo nedokonale jsou zóny sousedních analytů vzájemně odděleny. [38] 
 
 
Obrázek č. 17: Změny termodynamiky a kinetiky při HPLC. [38] 
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1.3 Studie zabývající se stanovením flavonoidů  
Mnoho studií se zabývá izolací látek obsažených ve stévii v majoritním i minoritním 
množství. 
Cílem výzkumů je vyvinout jednoduchou, spolehlivou a univerzální metodu na stanovení 
sloučenin v rostlině Stevia rebaudiana Bertoni.  
 
Flavonoidy lze stanovit v rostlinných i živočišných materiálech mnoha metodami – např., 
kapilární elektroforézou, kapilární zónovou elektroforézou, pomocí micelární elektrokinetické 
chromatografie a vysokoúčinné kapalinové chromatografie 
Stanovení flavonoidů však nejsou příliš častá ve vzorcích Stevia rebaudina Bertoni. 
V souvislosti s touto rostlinou jsou výzkumy zaměřeny spíše na stanovení sladkých látek 
(steviosid, rebaudiosid  aj.). 
 
Hardin a Scutte separovali komplex polyfenolů a flavonoidů z rostlinné tkáně vysoce-
tlakovou kapalinovou chromatografií. Stanovili, že po hydrolýze mohou být flavonoidy 
separovány a identifikovány chromatografickou analýzou.  
A označili metodu za vhodnou pro zjišťování toxicity a stanovení funkce 
fenolů v rostlinách. [41] 
 
Rajbhandari et al. se zabývaly izolací sedmi flavonoidů z listů Stevia rebaudiana sušených 
na vzduchu. 6 flavonoidních glykosidů (apigenin-4´-O-glukosid, luteolin-7-O-glukosid, 
kaempferol-3-O-rhamnosid, kvercetin, kvercetin-3-O-glukosid a kvercetin-3-O-arabinosid) 
bylo izolováno z etylacetátové frakce a identifikováno na základě jejich barevnosti UV, 
UV/NH3 papírové chromatografií, UV spektroskopií, částečnou nebo úplnou hydrolýzou 
2 M HCl nebo kyselinou trifluoroctovou a pmr spektroskopií.  
Metoxylátový flavonoid byl izolován z chloroformového extraktu papírovou 
chromatografií a 15% octovou kyselinou a identifikován jako centaureidin. [42] 
 
Heimler et al. stanovovali obsah flavonoidů v olivovníku Olea Europeae. V listech 
olivovníku byly identifikovány tři glykosidy flavonoidů (kvercetin, rutin a luteolin-7-
glykosid), jeden aglykon (lutelin) a kyselina chlorogenová. Byly determinovány 
chromatografií na tenké vrstvě (TLC) a následně detekovány v oblasti UV. Jako rozpouštědlo 
byl použit methanol. [43] 
 
Cristea et al. použili vysoce senzitivní kvantitativní HPLC metodu pro analýzu flavonoidů 
(luteolin, luteolin-7-glukoside and luteolin-3′,7-diglukosid) obsažených v rostlině Reseda 
luteola L. Nadzemní část rostliny extrahovali při 2 extrakčních teplotách (teplotě 
varu a laboratorní), extrakčních časech 5-240 minut za použití methanolu, ethanolu a vody 
jako extrakčních rozpouštědel. Nejlepší výsledky byly zjištěny při extrakci 15 minut za 
použití směsi rozpouštědel methanol/voda. Flavonoidy byly poté analyzovány HPLC a 
detekovány v oblasti UV-VIS.  
Další 2 flavonoidy luteolin-3´-glucosid a apigenin obsažené v rostlině nebyly v získaných 
extraktech identifikovány. [44] 
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Mei-E et al. stanovili kapilární zónovou elektroforézou (CZE), s dimetyl-β-cyklodextrinem 
jako modifikátorem, 3 flavonoidy (kvercetin, kaemferol a isorhamnetin) z bylinného extraktu 
čínské rostliny Hippophae rhamnoides. Optimální separace byla docílena 
20 mM boritanovém pufrem (pH 10), který obsahoval 5 mg/ml dimetyl-β-cyklodextrinu. 
Napětí bylo 15 kV a teplota v kapiláře konstantní 25 °C. [45] 
 
HANUŠTIAK et al. pozorovali ve složitých biologických matricích (jablko, moč) chování 
vybraných flavonoidů (kvercetin, rutin aj.) na uhlíkové pastové elektrodě. Pomocí voltametrie 
s obdélníhovým průběhem (square wave voltametrie) analyzovali flavonoidy a pozorovali 
oxidační signály pravděpodobně související s oxidací hydroxylové skupiny v poloze 
5 flavonoidního skeletu. 
Elektrochemická analýza je možností stanovení flavonoidů s velkou výhodu 
v miniaturizaci a umožňuje detekci látek in vivo bez usmrcení organismu. [46] 
 
Herrero-Martínez et al. vyvinuli pro separaci 10 flavonoidních aglykonů (katechin, 
epikatechin, naringenin, morin, fisetin, kvercetin, kaemferol, galangin, apigenin, and chrysin), 
patřících do 4 různých skupin (flavanoly, flavanonoly, flavonoly a flavony), obsažených 
v běžně konzumovaných potravinách směsnou micelární elektrokinetickou chromatografii. 
Micelární systém 25 mM SDS a 25 mM chelátu sodného o pH 7 zajistil simultánní separaci 
všech sloučenin za méně než 20 minut.[47]  
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1.4 Stanovení antioxidační aktivity stabilním volným radikálem DPPH. 
1.4.1 Volné radikály 
Vysoce reaktivní volné radikály a radikály kyslíku jsou přirozeně vznikající odpady 
v organismu a tvoří se v biologických systémech z celé řady zdrojů. 
Ve větším množství působí nepříznivě na lidský organismus. Mohou oxidovat nukleové 
kyseliny, proteiny, lipidy nebo DNA a způsobit degenerativní onemocnění např. rakovinu, 
ateriosklerózu, šedý zákal, poruchu plodnosti, Alzheimerovu chorobu. [48] 
1.4.2 Antioxidanty 
Antioxidanty jsou významné přírodní nebo syntetické látky, které chrání lidský organismus 
před volnými radikály v lidském organismu a účinkují také proti kažení tuků a dalších látek 
v potravinách. Uniknou-li volné radikály antioxidačnímu působení, mohou způsobit nejen 
lokální, ale i celkové poškození. Antioxidanty tedy pomáhají předcházet vzniku chronických 
onemocnění, zmíněných v předchozím odstavci 1.4.1. [48, 49] 
Proti toxickému účinku působení volných radikálů a reaktivních metabolitů má organizmus 
vybudované ochranné mechanismy, které snižují negativní vliv volných radikálů 
v organizmu. Je možné je rozdělit na: 
1) mechanismy zabraňující tvorbě volných radikálů 
2) mechanismy, které pohlcují již vytvořené volné radikály  
 a) pohlcovače (scavengers) 
 b) lapače (trappers) 
 c) zhášedla (quenchers) 
3) opravné mechanismy, které odstraňují poškozené molekuly z organizmu [50] 
Antioxidanty dále dělíme: 
 podle povahy na: 
• hydrofilní (působící hlavně v extracelulární tekutině) 
• lipofilní (látky rozpustné v tucích, které pronikají buněčnou membránou a mohou 
působit také intracelulárně) 
• amfofilní, 
 podle způsobu účinku: 
• enzymové 
• neenzymové - kyselina močová, vitaminy C a E, β-karoten, bílkoviny, flavonoidy, Se 
a Zn, koenzym Q10 
Antioxidanty však mohou být v potravině také vázány na buněčnou stěnu a tedy 
nepoužitelné pro reakce s volným radikálem DPPH. (viz. kapitola 1.4.3.1) z důvodu rozdílné 
kinetiky. 
Primárními zdroji antioxidantů jsou zrna, ovoce a zelenina. Dále také čaj a červené víno. 
Některé sloučeniny (např. galáty) mají silný antioxidační účinek a jiné (např. mono-fenoly) 
jsou naopak slabými antioxidanty. 
Antioxidační sloučeniny jako polyfenoly a flavonoidy pohlcují následující volné radikály: 
peroxidy, hydroperoxidy nebo peroxyly lipidů. 
Je nutné si uvědomit, že každý antioxidant nedokáže odstranit každý volný radikál. [48, 
49] 
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1.4.3 Metody pro stanovení antioxidační aktivity 
Metod zabývajících se zjišťováním antioxidačních účinků sloučenin, jejich monitorováním 
a porovnáváním stále přibývá. K určování antioxidační aktivity potravin, séra a biologických 
tekutin se používají techniky založené na zjišťování absorpční kapacity kyslíkových radikálů - 
chemiluminiscence, UV-VIS a elektronová spinová rezonance (ESR). Chemiluminiscenční 
metody, UV-VIS, ESR měří schopnost antioxidantů pohlcovat volné radikály. 
Nejpoužívanějšími radikály jsou DPPH. , radikál superoxidu, peroxidu nebo hydroxydu. 
Antioxidační efekt může být vyjádřen v procentech použitého reagentu, jako rychlost 
oxidační inhibice nebo užitím referenčních standardů (kdy je antioxidační aktivita uváděna 
jako TE (Trolox ekvivalent)/100 g vzorku)2. 
Běžnými standardy jsou kyselina askorbová, DPPH., vitamin E a Trolox neboli ve 
voděrozpustný analog vitaminu E, se systematickým názvem (S)-(-)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetra-
methylchroman-2-karboxylová kyselina. 
Doba reakce vzorku s DPPH. je ovlivněna množstvím antioxidantů. [51, 52] 
1.4.3.1 Stanovení antioxidační aktivity pomocí volného radikálu DPPH
.
 
DPPH. je nejpoužívanější spinová značka, tento stabilní radikál je záměrně přidávaný do 
systému, čímž je možné určit kvalitativní a kvantitativní vlastnosti reakčního systému. 
Metoda je rychlá, jednoduchá a nenákladná. Je vhodná pro vzorky v pevném i kapalném 
skupenství, není specifická pro jednotlivé antioxidanty a určuje celkovou antioxidační 
kapacitu vzorku. 
DPPH.  je stabilní volný radikál působící na delokalizaci nepárového elektronu v molekule. 
Temně fialové zbarvení DPPH.  dosahuje při rozpuštění v ethanolu absorpčního maxima 
kolem 520 nm.  
Smícháním roztoku DPPH. s látkou, která může poskytnout vodík, přejde volný radikál 
DPPH. (obrázek č. 18) do redukované formy DPPH-H (obrázek č. 19) a dojde k vymizení 
fialového barvy. Vzniklé žluté zbarvení je dáno přítomností pikrylové skupiny. 
•• +→+ RZHZRH , kde 
RH - sloučenina poskytující vodík, Z označuje DPPH., ZH je redukovaná forma DPPH. 
(neradikálová) a R radikál sloučeniny. 
 
N+ O-
O
N+
O-
O
N+
O-
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N N
 
Obrázek č. 18: Volný radikál 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl ( •Z ). 
 
                                                 
2
 Pro zajímavost antioxidační aktivita zelených fazolí je 175 TE/100 g a červených fazolí 11 459 TE/100 g. 
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Obrázek č. 19: Redukovaná forma DPPH. (ZH). 
 
Vzniklý radikál ještě podstoupí další reakce pro kontrolu celkové stechiometrie - k určení 
množství molekul DPPH., které byly redukovány (odbarveny) jednou molekulou redukčního 
činidla. [51, 52] 
 
Poprvé použil DPPH. na stanovení antioxidační aktivity Marsden Blois roku 1958 [54]. 
Jako antioxidant pro svůj experiment vybral aminokyselinu cystein. 
Parametr EC50 („hodnota účinné koncentrace“) 
Hodnota EC50, označována také jako IC50, definuje koncentraci substrátu, který způsobí 
50% ztrátu DPPH. aktivity (tedy zbarvení). Tento parametr byl pravděpodobně zaveden jako 
analog „biologických“ parametrů jako LD50. [52] 
Doporučené metody měření 
Antioxidační aktivita se měří spektrofotometricky v UV-VIS oblasti s použitím plastových 
kyvet, které nereagují s nejčastěji používanými rozpouštědly (methanol, ethanol). Počáteční 
koncentrace DPPH. by měla být zvolena tak, aby byla absorbance při vlnové délce 
515-520 nm menší než 1. Čas trvání reakce je dán každou reakční směsí. Reakční čas byl 
původně (Bloise, 1958) 30 minut, nyní se zaznamenávají hodnoty po dobu 5 nebo 10 minut. 
Rychlost reakce byla navržena jako další parametr charakterizující antioxidační aktivitu. 
Procentuální redukce DPPH., Q, označovaná také jako inhibice nebo zhášení, se vypočítá 
podle následující rovnice: 
( ) 00 /100 AAAQ c−⋅= , kde 
A0 je absorbance rozpouštědla, Ac označuje hodnotu stanovovaného extraktu. [54] 
 
Použité rozpouštědlo ovlivní rozsah redukce DPPH.. Porovnáním látek extrahovaných do 
methanolu nebo ethanolu s jinými rozpouštědly např. vodou a acetonem bylo zjištěno, že při 
extrakcích do vody či acetonu vykazuje metoda nižších hodnot. [51, 52] 
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2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
Tématem experimentální části této diplomové práce byla identifikace a kvantifikace 
flavonoidních látek obsažených v sušených listech rostliny Stevia rebaudiana Bertoni, 
stanovení antioxidační aktivity pomocí volného radikálu DPPH. a celkového obsahu 
flavonoidů v jednotlivých extraktech pomocí UV-VIS spektometru. 
Flavonoidy byly stanovovány ve 3 vzorcích stévie, standardních listech Stevia rebaudiana 
Bertoni (SIGMA-ALDRICH), Stevia rebaudiana Bertoni pěstována a sušena v Ukrajině a 
sladká tráva (dodavatel EXPECT spol. s.r.o., ČR), a byl porovnán jejich obsah v jednotlivých 
extraktech. 
Vzorky byly nejprve extrahovány, přečištěny pomocí SPE kolonek,  a poté analyzovány  
HPLC s UV-VIS detektorem. 
Pro vyextrahování látek ze vzorků stévie byly použity 3 extrakční metody, extrakce za 
zvýšené teploty a tlaku (PSE), extrakce dle Soxhleta a extrakce ultrazvukem. Na extrakci byla 
zvolena polární rozpouštědla methanol a ethanol v kombinaci s nepolárním hexanem (kvůli 
odstranění balastních látek z extraktu a snazší identifikaci flavonoidů) a byl porovnáván vliv 
rozpouštědla na extrakci flavonoidů z matrice stévie.  
Extrakce pomocí PSE byly prováděny při teplotách 40, 60, 80, 100 a 120 °C ve statickém 
a kombinovaném módu.  
 
2.1 Materiály a metody 
2.1.1 Použité vzorky, chemikálie a laboratorní pomůcky 
 
VZORKY 
 
 Stevia rebaudiana Bertoni UKRAJINA 
 
 Stevia rebaudiana Bertoni Standard, SIGMA-ALDRICH, Německo, produkt 
z USA 
 
 Sladká tráva - čajovna Galerix (Jihlava); dodavatel EXPECT spol. s r.o., Hořice, 
Česká republika 
 
CHEMIKÁLIE 
 
 Methanol CHROMASOLV pro HPLC, SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Německo 
 
 Methanol, gradient HPLC grade 99,98%, Scharlau Chemie S.A., Sentmenat, 
Barcelona, Španělsko; použit pro stanovení celkového obsahu flavonoidů 
 
 n-Hexan 95+ pro organickou stopovou analýzu, PESTAPUR, CHROMASERVIS 
s.r.o., Česká republika, Praha - Petrovice 
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 Diethylether – nestabilizovaný p.a., LACHEMA a.s., Česká republika, Neratovice 
 
 Ethanol absolutní CHROMASOLV pro HPLC 99,8% , Riedel de Haen, SIGMA-
ALDRICH, Steinheim, Německo 
 
 Chloroform,  SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Německo 
 
 Kyselina mravenčí (98 – 100%), Riedel de Haen, SIGMA-ALDRICH, Steinheim, 
Německo 
 
 Aluminium chlorid bezvodý ≥ 98,0 %, FLUKA chemie AG, Buchs, Švýcarsko 
 
 
 Standardy:  
 
- Apigenin (≥ 95,0% HPLC), FLUKA chemie AG, Buchs, Švýcarsko 
- Kaemferol (≥ 96% HPLC), SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Německo 
- Kvercetin dihydrát (min. 99%), SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Německo 
- Luteolin (≥ 99,0% HPLC), SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Německo 
- Myricetin (97% HPLC), FLUKA chemie AG, Buchs, Švýcarsko 
- Rutin hydrát (min. 95%), SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Německo 
 
- Anthracen 99%, SIGMA-ALDRICH, Steinheim, Německo; použit jako vnitřní 
standard 
 
LABORATORNÍ ZAŘÍZENÍ 
 
 Stříkačky Gastight 50 µl – 1 ml, HAMILTON Co, Bonaduz, Švýcarsko 
 
 SPE kolonky - Waters OASIS HLB 3cc, WATERS CORPORATION, Milford, 
MASS USA 
 
2.1.2 Použité metody 
 
PSE 
Do extrakční patrony byla vložena frita, důkladně upevněna a dotažena závitem. Poté byla 
do patrony nasypána lžička inertních kuliček, na ni byly navrstveny 2 g vzorku stévie, 
navážené na laboratorních vahách s přesností na jedno desetinné místo a byly opět zasypány 
inertem. Patrona se vzorkem byla vložena do extraktoru OnePSE (Applied Separations, 
Allentown, USA) předehřátého na zvolenou extrakční teplotu, důkladně utažena závitem 
a následně povolena o polovinu otáčku kvůli tlaku. Dále byly nastaveny podmínky extrakce 
(mód extrakce, tlak , doba extrakce a počet cyklů, pauza mezi cykly, čas proplachování 
rozpouštědlem a dusíkem), na výstup extraktoru byla vložena vialka a extrakce byla spuštěna.  
Patrona se vzorkem byla nejprve zaplněna do poloviny rozpouštědlem, poté temperována 
na požadovanou extrakční teplotu (neboť po vložení patrony se vzorkem do extraktoru 
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zahřátého na požadovanou teplotu dojde k částečnému poklesu teploty) a doplněna 
rozpouštědlem do celé patrony. Poté následovala samotná extrakce.  
Po ukončení cyklu byl systém propláchnut čerstvým rozpouštědlem a dusíkem. Proplach 
dusíkem zaručí odstranění veškerého rozpouštědla ze systému. Schéma PSE extraktoru je 
znázorněno na obrázku č. 20. 
PSE bylo prováděno v již popsaném statickém módu, ale také ve staticko-dynamickém 
módu (dále uváděn jako dynamický, neboť pro analýzu byla používána frakce z dynamické 
PSE). 
 
• Podmínky statické extrakce 
navážka vzorku 2 g, tlak 15 MPa, teplota: 40, 60, 80, 100 a 120 °C, extrakční objem 
11 ml, pauza mezi cykly, extrakční cykly: 1 x 5 minut (hexan) jímán do jedné vialky, 
proplach systému rozpouštědlem (20 s) a dusíkem (2 min), 2. cyklus 3 x 5 minut 
polárním rozpouštědlem byl jímán do 2. vialky  a použit pro analýzu, po dokončení 
cyklu opět následoval proplach rozpouštědlem (20 s) a dusíkem (2 min) 
• Podmínky dynamické extrakce 
navážka vzorku 2 g, tlak 15 MPa, teplota 120 °C, extrakční objem 11 ml, extrakční 
cykly: 1 x 5 minut - statická extrakce hexanem jímán do jedné vialky, proplach systému 
rozpouštědlem (20 s) a dusíkem (2 min), 2. cyklus 1 x 15 minut dynamické extrakce 
jímán do 2. vialky (semikontinuální vypouštění určitého množství extraktu do vialky - 
každou minutu po dobu 15 minut), po ukončení cyklu opět následoval proplach 
systému rozpouštědlem (20 s) a dusíkem (2 min), dynamická frakce byla použita pro 
analýzu; byla nastavena pauza pouze mezi cykly statické a dynamické extrakce 
 
Po určení celkového objemu extraktu z něj bylo odebráno 0,5 ml a podrobeno extrakci na 
tuhé fázi, následně pak smíseno s vnitřním standardem a použito na HPLC analýzu. 
Objem extraktu byl použit pro výpočet množství flavonoidů.  
 
 
Obrázek č. 20: Schéma PSE. [33] 
 
 
  
33
Extrakce ultrazvukem 
2 g vzorku Stevia rebaudiana Bertoni (SIGMA-ALDRICH) byly naváženy na 
laboratorních vahách s přesností na jedno desetinné místo do kádinky a zality 30 ml 
rozpouštědla. Extrakce probíhala v ultrazvukové lázni (SONOREX, BENDELIN electronic, 
Berlín, Německo) při teplotě 30 °C ve dvou cyklech po dobu 30 minut s celkovou spotřebou 
rozpouštědla 60 ml. Po 1. cyklu byl extrakt slit do čisté vialky a listy stévie bylo opětovně 
extrahovány 30 minut ve 30 ml rozpouštědla. Po vyextrahování byl extrakt přidán do vialky 
s 1. frakcí.  
Po určení celkového objemu extraktu z něj bylo odebráno 0,5 ml a podrobeno extrakci na 
tuhé fázi, následně pak smíseno s vnitřním standardem a použito na HPLC analýzu. 
Objem extraktu byl použit pro výpočet množství flavonoidů.  
 
Extrakce dle Soxhleta 
2 g vzorku Stevia rebaudiana Bertoni (SIGMA-ALDRICH) byly naváženy na 
laboratorních vahách s přesností na jedno desetinné místo přímo do extrakční patrony z čisté 
celulózy (d = 3,7 cm; l = 10 cm). Extrakční patrona se vzorkem byla vložena do Soxhetova 
extraktoru (Sklárny Kavalier a.s., Sázava, Česká republika) a za použití 250 ml rozpouštědla 
byly sušené listy extrahovány po dobu 20 hodin. Získaný extrakt byl zakoncentrován 
na rotační vakuové odparce RVO 200A (INGOS s.r.o., Praha, Česká republika) při 
780 hPa a teplotě 40 °C na 20 ml objemu. Potom byl extrakt převeden do vialky a baňka 
s odpařeným extraktem byla ještě propláchnuta dalšími 20 ml rozpouštědla.  
Po určení celkového objemu extraktu z něj bylo odebráno 0,5 ml a podrobeno extrakci 
na tuhé fázi, následně pak smíseno s vnitřním standardem a použito na HPLC analýzu. 
Objem extraktu byl použit pro výpočet množství flavonoidů.  
 
Je důležité, aby probíhalo odpařování při nízké teplotě, resp. pod bodem varu rozpouštědla, 
aby se předešlo případné nežádoucí degradaci flavonoidů.  
Body varu použitých polárních protických rozpouštědel: 
- Ethanol tvaru = 78 °C  
- Methanol tvaru = 65 °C [46] 
 
HPLC 
Analýza získaných extraktů byla provedena na vysoceúčinném kapalinovém 
chromatografu, který byl sestaven z vysokotlakého HPLC čerpadla LC 1150 s konstantním 
průtokem 0,7 ml/min (GBC, Dandenong, Austrálie) vedoucího mobilní fázi do dávkovacího 
zařízení. Do ventilu se smyčkou (objem 20 µl) byl nadávkován vzorek a mobilní fází veden 
do  chromatografické kolony SYMETRY C18 5 µm; 3,0 x 250 mm (WATERS, Irsko), kde 
proběhla separace vzorku. Eluát pokračoval do UV-VIS detektoru  Scanning CE UV-VIS 
SPECTRAFOCUS (THERMO SEPARATION PRODUCTS, Piscataway, USA) nastaveného 
na vlnovou délku 360 nm. Signál detektoru byl vyhodnocován pomocí programu Clarity 
CSW32 (DataApex spol. s.r.o., Praha, Česká republika).  
Termostat COLUMN OVEN LCO 101 (ECOM spol. s.r.o., Praha, Česká republika) 
udržoval po celý čas separace kolonu při teplotě 30 °C. 
Mobilní fáze složena z acetonitrilu (A) a vody (B) byla upravena kyselinou mravenčí na 
pH 2,3. Byla použita gradientová eluce a složení mobilní fáze se měnilo během analýzy 
následovně: 0 min 5 % A; 20 min 60 % A; 25 – 35 min 100 % A. 
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Pro kvantitativní analýzu flavonoidů byla použita metoda vnitřního standardu, která 
spočívá v přidání známého množství standardu ke vzorku. Nevýhodou je obtížné hledání 
vhodného standardu, neboť se nesmí jednat o látku obsaženou ve vzorku a standard musí 
tvořit samostatný pík poblíž analyzované složky. [39, 55] 
Jako vnitřní standard byl zvolen anthracenu.  
2.2 Příprava zásobního roztoku vnitřního standardu 
Pro analýzu extraktů HPLC byly zkoušeny koncentrace vnitřního standardu 0,4116 µg/ml, 
5 µg/ml, 20 µg/ml, 30 µg/ml a 40 µg/ml. Koncentrace 30 µg/ml se jevila na výsledcích HPLC 
jako nejvhodnější. 
Antracen byl navážen na analytických vahách s přesností na 5 desetinných míst 
do zkumavky Ependorf a rozpuštěn v 1 ml methanolu. Z tohoto roztoku o koncentraci 
0,74 mg/ml bylo odebráno 406 µl do čisté vialky a doplněno do celkového objemu 10 ml 
methanolem. 
Tento vnitřní standard o koncentraci 30 µg/ml byl používán pro všechna stanovení. 
2.3 SPE (solid phase extraction, extrakce na pevné fázi) 
Extrakce na tuhou fázi byla prováděna u methanolových a ethanolových extraktů 
bezprostředně po zvolené extrakční metodě. 
 
Postup SPE: 
1. nakondiciování SPE kolonky - promytí 3 ml rozpouštědla a 3 ml vody  
2. přečištění  0,5 ml extraktu přes SPE kolonu 
3. promytí kolony 1 ml vody 
4. eluce 2 ml rozpouštědla do čisté vialky 
5. 0,5 ml eluovaného vzorku bylo převedeno do čisté zkumavky Ependorf, bylo přidáno 
30 µl zásobního roztoku vnitřního standardu a po důkladném promíchání bylo 20 µl 
nadávkováno do chromatografického systému. 
 
2.4 Příprava kalibrační křivky 
Standardy rutinu, myricetinu, kvercetinu, luteolinu, apigeninu a kaemferolu byly naváženy 
na analytických vahách s přesností na 5 desetinných míst do zkumavek Eppendorf 
a rozpuštěny v 1 ml methanolu. Připravené roztoky pak byly použity pro sestrojení jedné 
kalibrační řady se vzrůstající koncentrací jednotlivých standardů. 
 
 Rutin 
Pro sestrojení kalibrační křivky rutinu byl použit základní roztok o koncentraci 
0,65 mg/ml. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada o vzrůstající koncentraci 
v jednotlivých vzorcích 2,5; 5; 8; 10 a 12 µg/ml.  
 
 Myricetin  
Pro sestrojení kalibrační křivky myricetinu byl použit základní roztok o koncentraci 
0,41 mg/ml. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada o vzrůstající koncentraci 
v jednotlivých vzorcích 1, 2, 5, 8 a 10 µg/ml.  
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 Kvercetin, luteolin, apigenin a kaemferol  
Pro sestrojení kalibrační křivky těchto látek byly použity základní roztoky 
o koncentracích: ckvercetin = 0,51 mg/ml; cluteolin = 0,43 mg/ml; capigenin = 0,70 mg/ml; 
ckaemferol = 0,78 mg/ml. Z těchto roztoků byly připraveny kalibrační řady o vzrůstající 
koncentraci v jednotlivých vzorcích 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 a 1 µg/ml.  
 
Bylo připraveno 5 směsných standardních roztoků, které obsahovaly požadované 
koncentrace jednotlivých standardních látek. K jednotlivým kalibračním roztokům bylo 
přidáno 30 µl zásobního roztoku vnitřního standardu. Standardní roztoky byly poté 
nadávkovány do chromatografické systému od nejnižší koncentrace po nejvyšší a detekovány 
v UV-VIS oblasti. 
Kalibrační roztoky byly proměřeny třikrát. Regresní rovnice kalibrační křivky pro 
jednotlivé standardy jsou uvedeny v tabulce č.7.  
 
Tabulka č. 7: Regresní rovnice kalibrační křivky. 
Rutin Y = 19,1142 . x + 2,02652 
R2 = 0,9994 
Myricetin Y = 36,4147 . x + 4,81671 
R2 = 0,9991 
Kvercetin Y = 71,05713 . x + 
0,76446 
R2 = 0,9999 
Luteolin Y = 48,6801 . x + 0,5569 
R2 = 0,9999 
Apigenin Y = 105,18138 . x + 
2,29599 
R2 = 0,9993 
Kaemferol Y = 70,5197 . x + 0,32118 
R2 = 0,9996 
 
 Obsah flavonoidů v jednotlivých extraktech stévie byl vypočítán pomocí programu 
CSW32. Vypočítané množství odpovídá obsahu flavonoidů v mikrogramech obsažených 
v 0,5 ml extraktu. Je tedy nutné zohlednit, že v případě methanolových a ethanolových 
extraktů bylo 0,5 ml extraktu elucí zředěno 2 ml rozpouštědla. U těchto extraktů bylo tedy 
množství 4krát vynásobeno. A dále pak ještě přepočítáno na celkový objem extraktu získaný 
extrakcí PSE.  
Získaná množství odpovídala obsahu flavonoidů ve 2 g vzorku stévie, byla proto 
přepočítána na 1 g a dále pak uváděna v µg/1 g stévie. 
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Stanovení antioxidační aktivity 
Bylo postupováno podle výzkumu WANG et al., při kterém byly zjišťovány in vitro 
a in vivo antioxidační účinky ve vodném extraktu z ovoce Choerospondias axillaris3. [56] 
Dle návodu bylo 1,125 mg DPPH. naváženo na analytických vahách, částečně rozpuštěno 
v menším množství methanolu a doplněno na celkový objem 30 ml. Získaný roztok 
o koncentraci 0,1 mM byl uchováván v uzavřené odměrné baňce a používán pro stanovení 
aktivity pohlcování radikálů.  
Pro tuto analýzu byly použity extrakty methanolu a ethanolu, které byly získány při 
různých extrakčních teplotách. 
 
Methanolové a ethanolové extrakty stévie cukerné bylo potřeba naředit.  V případě 
methanolových extraktů získaných při všech extrakčních teplotách bylo prováděno ředění 
100krát.  
Extrakty ethanolu získané při 40 °C byly ředěné 10krát. Extrakty získané při 60 a 80 °C 
byly ředěné 15krát a extrakty získané při 100 a120 °C 30krát. 
Bylo tedy prováděno následující měření a pro výpočet antioxidační aktivity byl použit  
přepočet přes TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Activity).  
Kyveta s 1 ml extraktu byla umístěna do UV-VIS spektrometru HELIOS GAMMA AND 
DELTRA (SPECTRONIC UNICAM, Cambridge, Velká Británie), byly přidány 2 ml DPPH. 
a ihned odečítány absorbance v určitých časových intervalech. 
Absorbance byla odečítána 6 minut. Každé 4 sekundy po dobu jedné minuty a poté byl 
časový interval prodloužen na 10 sekund. Dle získaných závislostí (graf č.16) byl vybrán 
jednotný čas (44 sekund), při kterém bylo v extraktech stále obsaženo alespoň malé množství 
antioxidantů, a absorbance naměřené v tomto čase byly použity pro výpočet hodnoty TEAC 
(TEAC = přepočet antioxidační aktivity zkoumaného systému na antioxidační aktivitu známé 
látky, v tomto případě TROLOX). 
 
Pro přepočet antioxidační aktivity extraktů byly použity tyto vztahy:  
( ) ředěníVVclmolTEAC extraktuDPPH ⋅⋅⋅∆= )2/()(/  ( ) celkováDPPHDPPHmMDPPH VVcc ⋅⋅= 1,0  
( )sDPPHDPPH Accc 44−−=∆ , kde 
TEAC - Trolox Equivalent Antioxidant Activity (mol/l), c∆ - skutečná koncentrace DPPH. 
(mol/l), DPPHV - objem roztoku DPPH. (ml), 2 – stechiometrický poměr DPPH : TROLOX = 
2 : 1, extraktuV - objem extraktu v kyvetě (ml), DPPHc - koncentrace DPPH. připravovaná pro 
experiment ( DPPHc  = 0,01 mM), celkováV  - celkový objem extraktu a methanolového roztoku 
                                                 
3
 Choerospondias axillarisn je opadavý strom z rodu Anacardiaceae dorůstající výšky až 25 m. Tento 
dvoudomý strom roste v Himalájích, Nepálu a horách Kyushu v Japonsku. Má drobné květy červené až hnědé 
barvy a bílé až nažloutlé jedlé plody dozrávající na podzim se sladkou a kyselou chutí. 
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DPPH. v kyvetě (ml), sA44 - absorbance roztoku obsahujícího extrakt a DPPH. získaná při 
517 nm v čase 44 sekund, ředění - uvádí kolikrát byl daný extrakt zředěn. 
 
 
Stanovení celkového obsahu flavonoidů v extraktech 
K 1,5 ml extraktu byl přidán 1,5 ml 2% roztoku AlCl3 rozpuštěného v ethanolu a po jedné 
hodině stání při laboratorní teplotě byla proměřena absorbance při 420 nm na UV-VIS 
spektrometru HELIOS GAMMA AND DELTA (SPECTRONIC UNICAM, Cambridge, 
Velká Británie).  
Jako blank byl v případě methanolového extraktu použit 2% roztok AlCl3 v methanolu, 
v případě ethanolového extraktu 2% roztok AlCl3 v ethanolu. 
Celkový obsah flavonoidů byl vypočítán z kalibrační křivky vztažené na kvercetin. 
 
Sestrojení kalibrační křivky 
10 mg kvercetinu bylo rozpuštěno v 10 ml methanolu (c = 1 mg/ml) a z tohoto roztoku 
se vycházelo při sestrojování kalibrační křivky. Jednotlivé koncentrace byly získávány 
ředěním, tzn. pro přípravu roztoku o koncentraci 0,4 mg/ml bylo použito 8 ml roztoku 
o koncentraci 0,5 mg/ml a doplněno 2 ml methanolu do celkového objemu 10 ml.  
Jednotlivé koncentrace roztoku 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1; 0,05 mg/ml byly postupně 
proměřovány při 420 nm spektrometricky. (tabulka č. 8) 
 
Tabulka č. 8: Získaná data pro kalibrační křivku kvercetinu k určení celkového obsahu 
flavonoidů v extraktech stévie. 
c (mg/ml) 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0,05 
A (420 nm)   1,08 0,881 0,704 0,506 0,288 0,19 
y = 1,9755x + 0,0978
R2 = 0,9991
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
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A
 
(42
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Graf č. 3: Kalibrační křivka kvercetinu, závislost koncentrace methanolového roztoku 
kvercetinu na absorbanci získané při 420 nm. 
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3 VÝSLEDKY A DISKUZE 
3.1 Optimalizace extrakčních podmínek 
Nejprve bylo třeba určit vhodné podmínky PSE extrakce pro co možná nejlepší separaci 
a nejsnadnější identifikaci látek. Optimalizace PSE podmínek byla provedena se standardními 
listy stévie a za použití methanolu jako extrakčního rozpouštědla. 
Do přípravy vzorku pro HPLC byla zařazena i extrakce na tuhé fázi SPE. 
 
1 g stévie byl extrahován methanolem při 60 °C a tlaku 15 MPa ve dvou cyklech po dobu 
10 minut. Navážka však byla příliš nízká pro snadnou detekovatelnost flavonoidů 
a 2 extrakční cykly nebyly dostatečné pro úplné vyextrahování stanovovaných látek z matrice.  
Byly proto následovně upraveny podmínky extrakce, navážka stévie byla navýšena na 2 g 
a extrakční podmínky byly upraveny na 3 x 5 minut. 
Jelikož bylo v chromatogramu přítomno velké množství balastních látek, byl kromě 
methanolu použit při PSE také hexan a chloroform pro odstranění nepolárních látek 
z extraktu. 
Chloroform však odstranil kromě balastních látek i některé flavonoidy. 
PSE tedy probíhala ve 4 cyklech. První cyklus byl prováděn hexanem (1 x 5 minut) 
a jímán do jedné vialky a pro další 3 cykly byl zvolen methanol (3 x 5 minut), kdy všechny 
tři frakce byly jímány do 2. vialky. Methanolová frakce byla použita pro analýzu. 
 
Po extrakci byly frakce z  PSE přečištěny přes SPE kolonu 
• SPE kolona byla nejprve nakondiciována 3 ml rozpouštědla a 3 ml vody. Poté byl 
1 ml extraktu nastříknut na kolonu a promyt 1 ml vody do odpadní vialky. Do čisté 
vialky pak byla provedena eluce 3 ml rozpouštědla. Z této vialky bylo odebráno 
0,5 ml vzorku, přefiltrováno přes mikrofiltr do zkumavky Ependorf, důkladně 
promícháno s 30 µl zásobního roztoku antracenu a 20 µl tohoto roztoku bylo 
nastříknuto do HPLC systému a detekováno v oblasti UV-VIS. 
• Extrakce na tuhé fázi byla zkoušena i přes 2 SPE kolony kvůli dalšímu odstranění 
balastních látek z extraktu. Extrakt byl nejprve extrahván přes 1 kolonku do čisté 
vialky a obsah vialky pak přečištěn přes 2. SPE kolonu. Poté byly obě kolony 
promyty vodou a eluovány methanolem. Stanovení však nebylo kvantitativní, 
neboť pro extrakci přes 2. SPE kolonu nebyl použit celý objem získaný z extrakce 
přes 1. kolonu. Voda na propláchnutí kolony po nanesení 1 ml vzorku byla při 
optimalizaci nahrazována 1 ml hexanu, dietheru nebo bylo proplachování úplně 
vynecháno a následovala ihned eluce rozpouštědlem.  
• Objem vzorku 1 ml nastřikovaný na SPE kolonu byl snížen na 0,5 ml a následně 
pak na 0,2 ml. Zjišťovalo se, zda zvolené množství bude dostatečné pro identifikaci 
flavonoidů. V závislosti na těchto změnách byl upravován také objem rozpouštědla 
určeného k eluci. 
 
Optimalizované podmínky PSE a SPE jsou shrnuty v tabulce č. 9. 
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Tabulka č. 9: Vhodné podmínky statické extrakce. 
PSE 
1. vialka 1 x 5 minut (rozpouštědlo: hexan) 
2. vialka 3 x 5 minut (rozpouštědlo: methanol) 
SPE 
Nakondiciování kolony 3 ml methanolu, 3 ml vody 
Objem methanolové frakce 0,5 ml 
Eluce 2 ml methanolu 
 
Kombinací slabě a vysoce polárních rozpouštědel se obecně zajistí účinnější extrakce než 
při použití jednoho rozpouštědla. Zejména jsou-li extrahovány analyty v širokém rozmezí 
polarit. [57] 
 
3.2 Stanovení prováděná se standardními listy Stevia rebaudiana Bertoni 
Všechna stanovení byla nejprve prováděna se standardními listy stévie a na základě 
zjištěných údajů byly zvoleny nejvhodnější extrakční podmínky, při kterých pak byly 
analyzovány reálné vzorky (Stevia Rebaudaina Bertoni - Ukrajina a ČR). 
3.2.1 PSE 
Extrakce PSE vzorku standardních listů stévie byly prováděny dle optimálních podmínek 
kombinací rozpouštědel hexan a methanol. Methanolové extrakty získané při teplotách 40, 60, 
80, 100 a 120 °C byly analyzovány HPLC. 6 flavonoidů, rutin, myricetin, kvercetin, luteolin, 
apigenin a kaemferol, bylo identifikováno na základě srovnání retenčních časů s identickými 
standardy. Výsledný chromatogram je znázorněný na obrázcích č. 21, 22. 
 
 
Obrázek č. 21: Chromatogram flavonoidů v methanolovém extraktu standardních listů stévie 
získaném statickou PSE při teplotě 120 °C.   
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Obrázek č. 22: Detail separace flavonoidů (kvercetin-luteolin, apigenin-kaemferol) v 
methanolovém extraktu standardních listů stévie  získaném statickou PSE při teplotě 120 °C.  
 
 
Dle obsahu flavonoidů (tabulka č. 10, graf č. 4) je zřejmé, že nejúčinnější extrakce je při 
teplotě 120 °C. V tomto extraktu je obsaženo největší množství flavonoidů. Výjimkou je 
pouze kaemferol. Tohoto flavonolu je nepatrně více v extraktu získaném při extrakční teplotě 
100 °C.   
 
Tabulka č. 10: Obsah flavonoidů (µg/1 g vzorku stévie) v  methanolových extraktech 
standardních listů stévie získaných při statickém režimu PSE při různých extrakčních 
teplotách.  
 
Methanol 
Extrakční 
teplota 40°C 60°C 80°C 100°C 120°C 
Rutin 1700,40 1783,86 1839,63 2223,74 2452,48 
Myricetin 401,64 418,87 539,11 549,71 595,26 
Kvercetin 28,32 43,03 45,50 52,36 61,20 
Luteolin 53,16 66,34 69,42 82,42 134,19 
Apigenin 14,76 17,36 21,19 26,52 32,23 
Kaemferol 23,04 25,05 27,04 32,23 31,81 
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Graf č. 4: Obsah flavonoidů v methanolových extraktech standardních listů stévie získaných 
statickou PSE v závislosti na extrakčních teplotách 
 A) porovnání obsahu všech stanovovaných flavonoidů 
 B) výřez flavonoidů obsažených v extraktech v malém množství. 
 
 
Následně byla prováděna extrakce standardních listů stévie v ethanolu. Bylo postupováno 
podle optimálních podmínek PSE a přípravy vzorku pro stanovení HPLC.  
V případě ethanolových extraktů byla opět nejefektivnější extrakční teplota 120 °C. 
(tabulka č. 11; graf č. 5).  
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Tabulka č. 11: Obsah flavonoidů (µg/1 g vzorku stévie) v  ethanolových extraktech získaných 
statickou PSE extrakcí standardních listů stévie při různých extrakčních teplotách. 
Ethanol 
Teplota 
extrakce 40°C 60°C 80°C 100°C 120°C 
Rutin 473,76 1047,81 1394,82 1359,68 2566,76 
Myricetin 66,84 224,38 286,01 381,10 452,73 
Kvercetin 7,92 9,98 14,14 18,65 31,23 
Luteolin 22,56 25,22 31,42 52,98 102,12 
Apigenin 8,76 14,34 14,96 16,43 26,34 
Kaemferol 13,68 21,76 20,40 17,46 23,38 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf č. 5: Obsah flavonoidů v ethanolových extraktech standardních listů stévie získaných 
statickou PSE v závislosti na extrakčních teplotách 
A) porovnání obsahu všech stanovovaných  flavonoidů 
 B) detailní výřez flavonoidů obsažených v extraktech v malém množství. 
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Porovnáním obsahu flavonoidů v methanolovém a ethanolovém extraktu získaném 
statickou PSE bylo prokázáno, že methanol je efektivnějším extrakčním rozpouštědlem. 
 
Jelikož statická extrakce při 120 °C vykazuje nejvyšší obsah flavonoidů v methanolových 
i ethanolových extraktech, byla tato extrakční teplota zvolena i pro extrakci v dynamickém 
režimu.  
Porovnání obsahu flavonoidů v extraktech získaných při dvou různých módech jsou 
uvedena v tabulce č. 12 a grafu č. 6. 
Dynamická PSE by měla vykazovat lepší výsledky extrakce. V případě methanolových 
extraktů standardní stévie to z větší části platí. Zejména obsah myricetinu je výrazně vyšší 
v extraktech získaných dynamickou PSE oproti statickému režimu.  
U ethanolových extraktů však bylo více flavonoidů detekováno při statické extrakci. 
Flavonoidy se zde zřejmě špatně vyextrahovaly dynamickou PSE nebo nebyly dostatečně 
separovány HPLC systémem. 
 
 
Tabulka č. 12: Porovnání obsahu flavonoidů (µg/1 g vzorku stévie) v extraktech získaných 
statickou a dynamickou PSE extrakcí standardních listů stévie při extrakční teplotě 120 °C.  
 
 
Methanol Ethanol 
Teplota 
extrakce 120°C 
120°C 
(dynam.) 120°C 
120°C 
(dynam.) 
Rutin 2452,48 2917,688 2566,76 1227,92 
Myricetin 595,26 6014,04 452,73 364,01 
Kvercetin 61,20 85,192 31,23 31,32 
Luteolin 134,19 157,688 102,12 84,74 
Apigenin 32,23 4,048 26,34 6,61 
Kaemferol 31,81 12,328 23,38 38,28 
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Graf č. 6: Porovnání obsahu flavonoidů v methanolových a ethanolových extraktech 
standardních listů stévie získaných při 120 °C za podmínek statické a dynamické extrakce 
A) porovnání obsahu všech stanovovaných  flavonoidů 
 B) detailní výřez flavonoidů obsažených v extraktech v malém množství. 
 
3.2.2 Extrakce ultrazvukem 
2 g vzorku standardních listů stévie byly extrahovány v ultrazvukové lázni při teplotě 
30 °C. Byla použita rozpouštědla methanol a ethanol.  
V methanolovém extraktu byly stanoveny všechny analyzované flavonoidy, avšak 
v případě ethanolu nebyl v extraktu detekován apigenin a kaemferol. (tabulka č. 13; graf 7) 
Methanol byl opět efektivnějším rozpouštědlem pro tuto extrakční techniku a vykázal lepší 
výtěžky v porovnání s ethanolem.  
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Tabulka č. 13: Obsah flavonoidů (µg/1 g stévie) v methanolovém a ethanolovém extraktu 
standardní stévie získaném extrakcí ultrazvukem při 30 °C. 
 
  
Methanol Ethanol 
Rutin 1852,73 391,78 
Myricetin 395,91 109,82 
Kvercetin 25,23 4,03 
Luteolin 57,44 12,51 
Apigenin 1,49 0 
Kaemferol 14,14 0 
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Grafy č. 7: Srovnání obsahu flavonoidů v methanolových a ethanolových extraktech 
standardních listů stévie získaných při 30 °C extrakcí ultrazvukem 
A) porovnání obsahu všech stanovovaných  flavonoidů 
 B) detailní výřez flavonoidů obsažených v extraktech v malém množství. 
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3.2.3 Extrakce dle Soxhleta 
2 g standardní stévie byly extrahovány v Soxhletově extraktoru po dobu 20 hodin a získané 
extrakty byly následně odpařeny při teplotě 40 °C na rotační vakuové odparce. Celkový 
objem extraktu byl 40 ml. 
Standardní stévie byly extrahovány v methanolu a ethanolu. Methanol opět prokázal lepší 
extrakční účinnost v porovnání s ethanolem. (tabulka č. 14; grafy 8) 
 
Tabulka č. 14: Obsah flavonoidů (µg/1 g vzorku) v methanolovém a ethanolovém extraktu 
získaných Soxhletovou extrakcí standardních listů stévie.  
 
  Methanol Ethanol 
Rutin 2614,40 1194,49 
Myricetin 470,88 274,09 
Kvercetin 79,04 22,00 
Luteolin 127,52 41,81 
Apigenin 33,12 17,94 
Kaemferol 42,72 19,66 
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Graf č. 8: Srovnání obsahu flavonoidů v methanolovém a ethanolovém extraktu získaném 
extrakcí standardních listů stévie dle Soxhleta  
A) porovnání obsahu všech stanovovaných  flavonoidů 
 B) detailní výřez flavonoidů obsažených v extraktech v malém množství. 
 
3.3 Stanovení prováděná na reálných vzorcích stévie 
Jelikož nejlepší výsledky při stanoveních se standardními listy byly získány pomocí PSE 
při teplotě 120 °C, byly provedeny extrakce při stejných podmínkách i s reálnými vzorky 
stévie.  
3.3.1 Stévie ČR (sladká tráva) 
Porovnáme-li množství flavonoidů v extraktech ze statického a dynamického režimu PSE, 
dospějeme ke stejnému závěru jako u předchozích stanovení. Dynamický mód je pro extrakci 
efektivnější a v extraktech je analyzován vyšší obsah flavonoidů než při módu statickém.  
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V dynamickém módu nebyl detekován v methanolovém extraktu apigenin a v případě 
extrakce v ethanolu kvercetin. (tabulka č. 15, graf č. 9) 
U tohoto vzorku je vyšší účinnost dynamického módu PSE i v případě ethanolových 
extraktů. U standardních listů Stevia rebaudiana Bertoni bylo v ethanolových extraktech 
detekováno více flavonoidů při statickém módu. 
 
 
Tabulka č. 15: Porovnání obsahu flavonoidů (µg/1 g stévie) v methanolových 
a ethanolových extraktech získaných statickou a dynamickou PSE extrakcí stévie ČR při 
extrakčních teplotách 120 °C. 
 
 
Methanol Ethanol 
Teplota 
extrakce 120°C 
120°C 
(dynam.)  120°C 
120°C 
(dynam.) 
Rutin 1226,41 2256,592 1156,39 1634,19 
Myricetin 662,12 1288,352 422,88 566,11 
Kvercetin 34,78 37,856 10,01 0 
Luteolin 64,31 112,944 38,65 55,46 
Apigenin 18,63 0 3,39 3,63 
Kaemferol 13,11 22,88 10,93 11,69 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
49
A
0
600
1200
1800
2400
rutin myricetin kvercetin luteolin apigenin kaemfero
O
bs
ah
 
fla
v
o
n
o
id
ů
 
( µµ µµ
g/
1 
g) MeOH
MeOH (dynam.)
EtOH
EtOH (dynam.)
 
B
0
20
40
60
80
100
120
kvercetin luteolin apigenin kaemferol
O
bs
ah
 
fla
v
o
n
o
id
ů
 
( µµ µµ
g/
1 
g) MeOH
MeOH (dynam.)
EtOH
EtOH(dynam.)
 
Graf č. 9: Srovnání obsahu flavonoidů v methanolových a ethanolových extraktech získaných 
PSE extrakcí stévie ČR za při 120 °C za podmínek statické a dynamické extrakce 
A) porovnání obsahu všech stanovovaných  flavonoidů 
 B) detailní výřez flavonoidů obsažených v extraktech v malém množství. 
 
3.3.2 Stevia rebaudiana Bertoni (Ukrajina) 
Extrakce reálného vzorku Stevia rebaudiana Bertoni pěstovaného a sušeného v Ukrajině 
byly prováděny obdobně jako v případě sladké trávy. Byly získány i podobné výsledky.  
Dynamická extrakce vykazuje vyšší obsah flavonoidů oproti statickému režimu. A 
methanol disponuje vyšší extrakční účinností v porovnání s ethanolem. 
V ethanolových extraktech nebyl ani v jednom ze zvolených extrakčních režimů detekován 
kvercetin. A apigenin nebyl obsažen v extraktu získaném dynamickým 
módem. (tabulka č. 16, graf č. 10) Buď nebyly tyto látky vyextrahovány, nebo nebyly píky 
chromatogramu dostatečně separovány. 
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Tabulka č. 16: Porovnání obsahu flavonoidů (µg/1 g stévie) v methanolových a ethanolových 
extraktech získaných statickou a dynamickou PSE stévie Ukrajina při extrakčních teplotách 
120 °C.  
 
Methanol Ethanol 
Teplota 
extrakce 120°C 
120°C 
(dynam.)  120°C 
120°C 
(dynam.) 
Rutin 1475,46 2551,74 952,22 850,25 
Myricetin 357,98 654,41 256,00 458,64 
Kvercetin 17,22 29,10 0 0 
Luteolin 72,94 120,27 54,60 87,70 
Apigenin 10,92 17,55 3,59 0 
Kaemferol 21,56 55,21 8,58 24,36 
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Graf č. 10: Srovnání obsahu flavonoidů v methanolových a ethanolových extraktech 
získaných PSE extrakcí stévie Ukrajina za při 120 °C za podmínek statické a dynamické 
extrakce 
A) porovnání obsahu všech stanovovaných  flavonoidů  
B) detailní výřez flavonoidů obsažených v extraktech v malém množství. 
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3.4 Stanovení antioxidační aktivity v extraktech standardních listů stévie 
Extrakty standardní stévie získané statickou PSE byly použity i pro stanovení antioxidační 
aktivity, tedy schopnosti pohlcovat volné radikály. Extrakty reagovaly s volným radikálem 
DPPH. a v pravidelných časových intervalech byly odečítány absorbance při vlnové délce 
517 nm. Při této vlnové délce dosahuje DPPH. své absorpčním maximum.  
Každý extrakt byl proměřen třikrát a byla sestrojena závislost absorbance na čase. 
Ze závislosti byl vybrán čas, ve kterém byly v roztoku (extraktu a DPPH.) ještě přítomny 
nějaké antioxidanty. A tento čas byl použit pro výpočet hodnoty TEAC. (graf č. 16)  
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Graf č. 16: Závislost absorbance methanolového extraktu ze standardních listů stévie 
získaného při 120 °C na čase.  
 
Porovnáním antioxidačních aktivit extraktů methanolu a ethanolu dospějeme opět 
ke stejnému závěru. Methanol je jako extrakční činidlo účinnější a antioxidační aktivita je až 
5krát vyšší než v případě ethanolových extraktů. (tabulka č. 17, graf č. 17) 
U ethanolových extraktů stévie je zřetelný postupný vzrůst antioxidační aktivity vzhledem 
k rostoucí extrakční teplotě. V případě methanolu je průběh nepravidelný. 
 
Tabulka č. 17: Přehled hodnot TEAC (mmol/l) methanolových a ethanolových extraktů 
získaných při různých extrakčních teplotách metodou PSE. 
Methanol 
Extrakční 
teplota 40 °C 60 °C 80 °C 100 °C 120 °C 
TEAC mmol/l 5,3733 5,0733 5,5244 5,2333 5,3267 
Ethanol 
Extrakční teplota 40 °C 60 °C 80 °C 100 °C 120 °C 
TEAC mmol/l 0,5047 0,7080 0,7655 1,5013 1,4640 
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Graf č. 17: Závislost extrakční teploty na hodnotě TEAC u methanolových a ethanolových 
extraktů. 
 
3.5 Stanovení celkového obsahu flavonoidů v extraktech standardní stévie 
Celkový obsah flavonoidů byl stanoven smísením 1,5 ml extraktu s 1,5 ml roztoku AlCl3 
(pevný AlCl3 byl rozpuštěn v extrakčním rozpouštědle a použit pro daný extrakt). Tento 
roztok byl po 1 hodině stání při laboratorní teplotě proměřen na spektrometru při 420 nm.  
V methanolových extraktech byl obsaženo mnohem více flavonoidů než v extraktech 
ethanolových.  
Nejvíce flavonoidů bylo obsaženo v methanolovém i ethanolovém extraktu získaném 
při 120 °C.  
V tomto případě je možné u obou extrakčních rozpouštědel pozorovat rostoucí obsah 
flavonoidů se zvyšující se extrakční teplotou. (tabulka č. 18, graf č. 18) 
 
 
Tabulka č. 18: Celkový obsahu flavonoidů v methanolových a ethanolových extraktech 
standardních listů stévie. 
 
Extrakční 
teploty Methanol Ethanol 
40 °C 8,325 1,045 
60 °C 11,772 4,244 
80 °C 13,033 6,269 
100 °C 13,367 8,233 
120 °C 13,610 9,468 
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Graf č. 18: Závislost obsahu flavonidů v methanolových a ethanolových extraktech na 
extrakční teplotě. 
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4 ZÁVĚR 
V této práci byly identifikovány a kvantifikovány flavonoidy v rostlinných extraktech 
získaných za odlišných extrakčních podmínek.  
 
Vliv extrahované matrice 
Byly porovnávány 3 vzorky rostliny Stevia Rebaudiana Bertoni. Nejvyšší obsah 
flavonoidů byl obsažen v extraktech standardních listů stévie a nejméně flavonoidů bylo 
obsaženo v extraktech stévie ČR.  
Standardní stévie byla pěstována a sušena za optimálních podmínkách pro vysoký obsah 
flavonoidů. 
 
Vliv extrakčního rozpouštědla 
Jako extrakční rozpouštědla byla zvolena methanol a ethanol. V případě PSE byla 
rozpouštědla kombinována s hexanem. Hexan byl zařazen do extrakčního procesu kvůli 
odstranění balastních látek z extraktů stévie, tedy pro snadnější detekovatelnost a separaci 
flavonoidů. 
Methanol i ethanol jsou polární protická rozpouštědla. Eluční síla methanolu (ε = 0,93) i 
jeho parametr polarity (P´= 5,1) jsou vyšší než u ethanolu (ε = 0,88, P´= 5,1) [33]. Methanol 
je více polární a účinnější extrakční rozpouštědlo, což dokazují i získané výsledky. 
Extrakty v methanolu obsahovaly více flavonoidů v porovnání s ethanolovými extrakty. 
 
Vliv zvolené extrakční metody 
Zrychlená extrakce PSE je vysoce efektivní moderní extrakční metoda, u které působící 
vyšší tlak a teplota zvýší účinnost extrakce, urychlí proces a sníží spotřebu rozpouštědla. 
Extrakce dle Soxhleta je také vysoceefektivní, avšak extrakce je náročnější časově a také na 
spotřebu rozpouštědla. 
Opravdu, porovnáme-li výsledky získané těmito metodami, dospějeme k velice podobným 
výsledkům. V methanolových i ethanolových extraktů získaných statickou PSE při 120 °C a 
dle Soxhleta jsou obsahy flavonoidů téměř shodné.  
Extrakce ultrazvukem při 30 °C vykazuje v porovnání s výše zmíněnými metodami 
výrazně nižší výtěžky a je tedy nejméně účinná pro stanovení flavonoidů. 
 
Vliv extrakční teploty 
Extrakce PSE byla prováděna při různých extrakčních teplotách. S rostoucí extrakční 
teplotou se zvyšuje extrakční účinnost a tím i obsah flavonoidů v extraktu. 
Nejméně flavonoidů bylo tedy vyextrahováno při teplotě 40 °C a nejvíce pak při teplotě 
120 °C.  
 
Vliv módu PSE 
Metoda PSE byla prováděna při teplotě 120 °C ve dvou extrakčních módech - statickém 
a dynamickém. Ve většině případů bylo analýzou dynamické frakce získáno více flavonoidů, 
avšak v některých extraktech nebyly některé flavonoidy vůbec detekovány, případně  
dostatečně separovány.  
 
 
  
55
Antioxidační aktivita extraktů 
Antioxidační aktivita extraktů byla měřena spektrometricky při vlnové délce 517 nm 
pomocí volného radikálu DPPH. Pro měření byly použity extrakty standardních listů stévie 
získaných metodou PSE. 
Methanolový extrakt získaný při teplotě 80 °C vykazuje nejlepší antioxidační aktivitu 
a v ethanolovém extraktu získaném při teplotě  100 °C bylo analyzováno nejvíce látek 
s antioxidačními vlastnostmi. 
Jelikož jsou ve stévii obsaženy kromě flavonoidů i jiné sloučeniny s antioxidačním 
účinkem, výsledky nelze srovnávat s těmi získanými analýzou HPLC, kdy bylo obsaženo 
nejvíce flavonoidů  v extraktech získaných při 120 °C. 
 
Celkový obsah flavonoidů 
Flavonidy byly stanoveny spektrometricky při vlnové délce 420 nm v PSE extraktech 
standardních listů stévie. Celkový obsah flavonoidů byl vypočítán z kalibrační křivky 
vztažené na kvercetin. 
Obsah flavonoidů se pravidelně zvyšoval s rostoucí extrakční teplotou. Nejvyšší obsah 
flavonoidů byl vypočítán v methanolovém a ethanolovém extraktu získaném při teplotě 
120 °C. 
 
Spektrometrické stanovení celkového obsahu flavonoidů potvrdilo výsledky získané 
metodou HPLC. Nejvíce flavonoidů je v extraktech získaných při extrakční teplotě 120 °C. 
 
 
Měření prokázala velký vliv extrakčních podmínek na obsah flavonoidů ve vzorku stévie, 
kdy nejvhodnější extrakční metodou byla PSE, vysoceúčinná, rychlá, spolehlivá a s nízkou 
spotřebou extrakčního rozpouštědla (tedy šetrná k životnímu prostředí), a nejúčinnější 
extrakčním rozpuštědlem methanol.  
Extrakty stévie vykazovaly značnou antioxidační aktivitu díky významnému množství 
flavonoidů a látek schopných pohlcovat volné radikály. 
Nejvíce flavonoidů bylo detekováno v UV-VIS oblasti v methanolových extraktech 
získaných dynamickou extrakcí při extrakční teplotě 120 °C.  
A při spektrometrickém stanovení byl také celkový obsah flavonoidů nejvyšší 
v methanolových extraktech získaných při 120 °C PSE. Pro stanovení celkového obsahu 
flavonoidů byly použity extrakty získané statickou PSE. 
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6 POUŽITÉ ZKRATKY A SYMBOLY  
 
DPPH
.
 2,2-difenyl-2-pikrylhydrazyl 
DPPH-H redukovaná forma 2,2-difenyl-2-pikrylhydrazyl hydrátu 
Trolox (S)-(-)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetra-methylchroman-2-karboxylová kyselina 
TEAC přepočet antioxidační aktivity zkoumaného systému na antioxidační aktivitu 
známého antioxidantu (Trolox) 
DMSO dimethyl sulfoxid 
SDS   dodecylsíran sodný  
BHT  butylhydroxytoluen 
 
MeOH  methanol  
EtOH  ethanol 
 
GLE extrakce plyn - kapalina 
LLE extrakce kapalina - kapalina 
SPE extrakce na tuhé fázi 
SLE extrakce tuhá fáze - kapalina 
 
PFE pressurized fluid extraction 
PLE pressurized liquid extraction 
PSE pressurized solvent extraction 
ASE accelerated solvent extraction 
 
HPLC   vysoceúčinná kapalinová chromatografie 
RI bod lomu 
NMR nukleární magnetická rezonance 
TLC chromatografie na tenké vrstvě 
CZE  kapilární zónová elektroforéza 
ESR  elektronová spinová rezonance 
 
IR infračervené záření 
UV ultrafialové záření 
UV-VIS ultrafialové viditelné záření 
 
EC50, IC50 hodnota účinné koncentrace substrátu 
LD50 střední smrtná dávka [mg/kg živé váhy] 
ε   eluční síla 
P´  parametr polarity 
